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Resumen

La investigacion en mutagénesis se ha enfocado a estudiar el efecto de dosis altas de posibles mutagenos a
pesar de que muchos estudios han mostrado que las respuestas de los sistemas biolégicos en concentraciones
altas no pueden extrapolarse a concentraciones bajas cercanas a las ingeridas por los pacientes pues la
respuesta en concentraciones bajas no es lineal y algunas veces es contraria. La talidomida es bien conocida
por inducir focomelia en bebés cuando se ingiere en la semanas 1 a 3 del embarazo. Este farmaco es una
mezcla racémica de enantibmeros con una estructura lipofilica susceptible a hidrélisis y sus efectos mas
conocidos son la inmunomodulacién y la antiangiogénesis, sin embargo, también esta relacionada con cambios
en receptores membranales en leucocitos, con la inhibicién de quimiotaxis en neutréfilos y con la endocitosis en
células polimorfonucleares. Actualmente es utilizada en diversos paises para el tratamiento de lepra asi como
diversos tipos de cancer a pesar de que su mecanismo de accidon no se ha esclarecido. La molécula de
talidomida es espontaneamente hidrolizada de forma no enziméatica en condiciones fisiolégicas, sélo cerca del
1% del compuesto administrado oralmente en humanos es excretado sin metabolizar y se ha estimado que se
producen méas de 100 metabolitos derivados de su hidrdlisis (Xinuy, 1999). Diversos autores sugieren que su
mecanismo de accién esta relacionado con su hidrolisis que genera oxirradicales libres que oxidan
macromoléculas celulares. Se sabe que talidomida tiene actividad mutagénica en Salmonella (MacKenzie,
1983), actla como analogo de Guanina (Huang et al., 1997); su anillo glutaramido puede unirse a DNA desnudo
de embriones de ratas (Huang et al., 1990); y tiene actividad mutagénica a bajas concentraciones en Drosophila
melanogaster (Ramos-Morales, 2005). Sin embargo, Ashby (1997) en un estudio multidisciplinario en 32
bioensayos sé6lo en linea somatica en varios phyla utiliz6 concentraciones mayores a las solubles de este
farmaco en agua y lejanas de la concentracion sanguinea maxima en humano y publicé la ausencia de
mutagenicidad. El objetivo del presente trabajo es estudiar la relacion entre la frecuencia de alteraciones
somaticas y el estado redox celular in vitro e in vivo en Drosophila melanogaster expuestas a talidomida. La
hipétesis es que el estrés oxidante generado por la hidrdlisis de la talidomida produce cambios bioquimicos en
el estado redox celular relacionados con la frecuencia de alteraciones somaticas de organismos tratados con
talidomida. Las larvas de 72+2 h de edad de Drosophila melanogaster (C-S y SMART) y células de la linea S2S
fueron expuestas a 0, 0.156 y 156 uyM de talidomida durante 30 y 180 minutos. Se evalu6 el cambio en 8
variables de respuesta de parametros biolégicos in vivo en las moscas (sobrevivencia, fertilidad, teratogénesis,
contenido de proteina, de glutation reducido (GSH) y de glutation oxidado (GSSG) en moscas silvestres y
sobrevivencia, mutaciéon y recombinacién somatica en moscas SMART) y en 5 variables de respuesta in vitro en
la linea celular S2S (viabilidad celular, contenido de proteina, de GSH, de GSSG vy la proporcién de células
positivas en inmunotincion para la histona H2A.X). La talidomida no mostré ser letal ni citotéxica en las
concentraciones y tiempos de tratamientos probados, asi como tampoco modificé el contenido total de proteina
en moscas ni en células S2S. La exposicién a una concentracion baja de talidomida modificé la frecuencia de
mutacién y recombinacién somatica en moscas, incrementd el contenido de la forma reducida y oxidada de
Glutation en células S2S, modificé la fertilidad en moscas y la frecuencia de malformaciones. La exposicion a
talidomida indujo rompimientos de doble hebra de DNA en células S2S. La talidomida en bajas concentraciones
produjo cambios en el estado redox celular, posiblemente por su hidrélisis espontanea, relacionados con
aquellos en la frecuencia de las alteraciones somaticas en Drosophila melanogaster. Estos resultados
contribuyen a la comprension del estrés oxidante como un mecanismo probable de accién de la talidomida y
evidencian la urgencia de estudios y politicas que permitan la evaluacidon y el establecimiento del riesgo
humano por el uso de talidomida ante el creciente uso de este medicamento en el tratamiento de diversas
enfermedades sin existir lineamientos de edad, vias de administracién, dosis y duracion del tratamiento.



Abstract

Research on mutagenesis has been directed to determine the effect of chemicals on biological systems. Commonly, the
expectations about the effect of low doses of genotoxins on biological systems are based on the effect produced using high
doses of them. However, experimental reports showing that the curve doses-effect is no linear when low doses are assayed
are increasing. Thalidomide (Thl) is a well known drug by the induction of phocomelia on babies when ingested by the
mother between the first and third pregnancy week. This drug is a racemic mixture of enantiomers with a lipophilic structure
extremely prone to hydrolysis. Thl is associated to immunomodulation and antiangiogenesis, nonetheless, it's also related
with changes in leukocyte membrane receptors, neutrophile chemotaxis inhibition and polymorphonuclear cell endocytosis.
Currently is used on diverse countries as leprosy treatment as well as for diverse cancers regardless its complex mechanism
of action has not been solved. Thalidomide molecules are hydrolyzed by spontaneous non-enzymatic ways at physiological
conditions. More than a hundred metabolites are produced as derivatives from the hydrolytic process and only near 1% of the
orally administered compound on humans is unmetabolized excreted. It has been proposed that reactive oxygen species
formed during Thl hydrolysis could be the main mechanism of action implied in its genotoxicity. Mutagenic activity of Thl has
been reported in Salmonella (Mackenzie, 1983). Thl is a Guanidine analogue (Huang, 1997), and its glutaramide ring can join
rat embryo naked DNA (Huang and McBride, 1997), in addition, it shows mutagenic at low concentrations in Drosophila
melanogaster (Ramos-Morales et al., 2005). Nevertheless, in 1997 Ashby commanded a multidisciplinary group which, using
32 bioassays at somatic cell lines from different organization level organisms, assayed Thl in a wide range of concentrations
(that at the upper limit inclusive exceeded the solubility ratio Thl/dissolvent) lead to the conclusion that Thl lack of mutagenic
activity. The goal of present work is to determine the relationship between somatic alterations frequency and the cell oxidant
status from in vitro and in vivo systems from Drosophila melanogaster. The hypothesis assayed implies that molecular
changes on the cellular redox state produced by ROS arising from Thl hydrolysis will modify too with the frequency of
somatic alterations in Drosophila melanogaster flies treated with Thl. Drosophila larvae aged 72+2 h (Wild type, C-S) and
from the standard SMART cross (SMART flies) and S2S cells were exposed to three Thl concentrations being 0, 0.156, 156
MM over two length time periods, 30 and 180 minutes. The treatment effect was scored for eight biomarkers. The in vivo
biomarkers scored on C-S flies were Survival Index, Fertility, Teratogenesis induction, Protein Quantity, Reduced Glutathione
Quantity (GSH) and Oxidized Glutathione (GSSG) meanwhile Survival Index, Somatic Mutation and Mitotic Recombination
induction were evaluated on SMART flies. The S2S cell line was used to determine the in vitro effect of Thl treatment on Cell
Viability, in the Protein, GSH and GSSG levels and the proportion of positive cells after immunostaining for phosphorylated
histone H2A.X. Thl failed to show toxic or cytotoxic at the concentrations and exposure times assayed. In whole flies and
S2S cells from control and treated cultures the total protein content was similar. Low concentrations of Thl affected the
Fertility, increased the frequency of Somatic Mutation and Mitotic Recombination and induced malformations in flies exposed
during development. In S2S cells, Thl increased the content of GSHH and GSSG and induced DNA double strand break but
also changed the cell oxidative state leading to changes at the biological parameters assayed. Oxidative stress arising from
the Thl spontaneous break is related with the Frequency of somatic alterations in flies exposed to low concentrations of Thl.
Data obtained contribute to the comprehension of oxidative stress as a probable mechanism of action implied in the Thl
effects. More studies to explore the effect of low concentrations of drugs as Thl need to be performed. In addition, alternative
strategies should be developed in order to distinguish false negative responses as that associated to Thl and allow the
assessment of the human risk associated with the exposure to Thl. The challenge is avoid more detrimental effects on the
progeny of patients treated with Thl.



INTRODUCCION

Todos los seres vivos estamos expuestos naturalmente a numerosos agentes fisicos,
guimicos y biolégicos que pueden alterar en corto o largo plazo nuestros sistemas
fisiologicos, bioquimicos y genéticos causando enfermedades o la muerte. Muchas
patologias humanas como el cancer, resultan de cambios genéticos heredables debidos a la
exposicion a agentes genotodxicos, especialmente mutagenos. En 1927 Miuller comenzd los
estudios de mutagénesis al inducir con rayos X mutaciones letales recesivas ligadas al sexo
en Drosophila melanogaster (Muller, 1927). La mutagénesis quimica ha utilizado un modelo
clasico dosis-respuesta que asume un efecto mayor a una concentracion mayor (Casarett y
Doull, 1975) y por tanto se ha enfocado al analisis del efecto de rangos de concentraciones
altas cercanas a los limites de solubilidad de las sustancias o a Dosis Letales 50 (LD50),
dejando de lado a las concentraciones bajas. Sin embargo, una dosis que mata a la mitad de
los organismos (LD50) no es la mejor para el establecimiento de riesgos y en muchos casos,
estas concentraciones son muy lejanas de la concentracion real ingerida por los pacientes y
de las concentraciones presentes en el ambiente a las que los organismos estamos
expuestos. Muchos estudios han mostrado que la respuesta a concentraciones bajas de
algunos compuestos no es lineal e incluso algunas veces resulta contraria a los resultados
obtenidos en concentraciones altas (Stebbing, 1997; Calabrese y Baldwin, 1998 a; Calabrese
y Baldwin, 2001). Para algunos compuestos como As, Cr, Cu, Hg, Zn 6 Pb, la respuesta en
concentraciones bajas no puede ser predicha por las observaciones hechas a

concentraciones altas (Calabrese y Baldwin, 1998 b).

10



Drosophila melanogaster

Por muchos afos, Drosophila melanogaster conocida comunmente como mosca del vinagre
o de la fruta, se ha empleado como organismo modelo para la identificacion de mutagenos
ambientales. Drosophila (Orden Diptera, Familia Drosophilidae) es uno de los géneros
eucariontes mas estudiados desde el punto de vista genético y agrupa a alrededor de 900
especies. Esta mosca es un pequefio diptero de color café claro de aproximadamente 2 mm
de largo, con cabeza, térax y abdomen claramente distinguibles, probdscide de succion
retraible y 0jos rojos compuestos prominentes, un par de alas articuladas con 7 regiones
principales definidas por nervaduras y un patron con bandas oscuras en el abdomen. Las
hembras presentan mayor tamafo, siete placas abdominales (terguitos) y placa vaginal
claramente distinguible. Los machos son mas pequefios, poseen 5 terguitos, pene retraible y

peines sexuales en el primer par de patas usados durante el cortejo y la copula.

Ciclo de vida y desarrollo larvario

D. melanogaster es un insecto holometabolo y presenta 4 estadios en su ciclo de vida:
huevo, larva, pupa y adulto con una duracion de 10 dias (25°C, 60% Humedad) (Ashburner y
Thompson, 1978) (Fig.1). El huevo dura aproximadamente 24 h y de él emerge una pequefa
larva que crece definiendo tres estadios larvarios. En el tercer estadio que se alcanza a las
72 h de edad, la larva presenta activas la mayoria de sus rutas metabdlicas (Hallstrom y
Grafstrom, 1981; Hallstrom et al., 1981) y al término de este estadio a las 120 h de edad, la
larva forma una pupa. Durante la pupacién se produce la histolisis de la mayoria de los
tejidos larvarios y continda la diferenciacion y organizacion de las respectivas estructuras del
adulto a partir de paquetes celulares determinados desde el desarrollo larvario (discos

imagales).
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En el caso del ala, el conjunto inicial de células embrionarias a partir del que se iniciara la
formacion del disco imagal, consta de 30 células en dos compartimentos (antero-posterior).
Al emerger la larva de primer estadio (24 h de edad), el disco imagal de ala se halla formado
por 50-100 células y después de un periodo de estabilidad mitética, la proliferacion celular se
reanuda al final del primer periodo larval (24 h después de la eclosién) y continuara hasta 24
h después de la formacién de la pupa, con una proliferacion celular aproximada de 8.5 h por
ciclo de division. Las alas de D. melanogaster estan constituidas por dos monocapas
celulares (dorsal y ventral) con un plano de division celular orientado perpendicularmente al
eje del ala, de manera que los eventos que regulan a las células de una capa son
independientes de la otra. Al diferenciarse, cada célula acumula de fibras de actina en un
polo formando un tricoma y al morir la célula solo es observable la presencia de estos en la

superficie del ala (Garcia Bellido y Merriam, 1971).

Larva ler esladio

Pre-pupa 3 o=
Larva 2do esladio

‘M.

§
Imagen Ciclo de vida: Banco de Moscas, Facultad de

Ciencias, UNAM

Larva Jer estadio

Fig. 1 Ciclo de Vida de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster.
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Uso como modelo bioldgico

La mosca de la fruta es un excelente organismo modelo, es un eucarionte con dimorfismo
sexual claro en el adulto, de progenie numerosa y con un ciclo de vida corto que permite un
rapido analisis de una gran cantidad de progenie y distinguir entre tratamientos crénicos,
agudos y fraccionados (Mitchell y Combes, 1984). Ademas, pueden aislarse facilmente
grandes numeros de organismos virgenes para realizar cruzas con arreglos genéticos

particulares.

Su genoma se encuentra totalmente mapeado y secuenciado y contiene 13,601 genes en
180 Mb, de las cuales s6lo 120Mb es eucromatina comprendida en un cromosoma sexual,
dos autosomas largos y un pequefio autosoma que contiene soélo alrededor de 1Mb de
eucromatina (Adams et al., 2000). Esta mosca presenta sistemas enzimaticos dependientes
del citocromo P-450 y del sistema de citocromo oxidasa, similares a las contenidas en la
fraccion S9 del higado de mamiferos (Clark, 1982; Hallstrom et al., 1982) que permiten la
bioactivacion de promutagenos. Su mantenimiento es de costo relativamente bajo y requiere
poco espacio. Actualmente se dispone de numerosos arreglos genéticos y cromosomicos en

diversos bancos de moscas alrededor del mundo.

Por sus caracteristicas, la mosca de la fruta es utilizada en diferentes areas de estudio en
diversas metodologias in vitro e in vivo para evaluar parametros bioquimicos y eventos
genéticos terminales como la letalidad, citotoxicidad, teratogénesis, dafio reprotoxico,
mutacion y recombinacion en células germinales y somaticas, entre otros. La letalidad evalta
el dafio que un compuesto causa a los sistemas biologicos mediante la sobrevivencia de los

organismos. La mutacion somatica y recombinacion mitética son indicadores de la capacidad
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de un compuesto para alterar la calidad del material genético. En este insecto, pueden
evaluarse la mutacién, recombinacioén, delecion y no disyuncidén ocurridos durante la mitosis
de las células somaticas de los discos imagales mediante la frecuencia de grupos de
manchas mutantes de células que expresan marcadores genéticos en el adulto en la Prueba
de Mutacion y Recombinacion Somatica (SMART). La teratogénesis es el reflejo del dafio en
células sométicas imagales en desarrollo y es evaluada mediante la proporcién de érganos
malformados en moscas expuestas a un genotoxico. La fertilidad de un organismo es una
medida de la capacidad de reproduccién y por tanto es un indicador del dafio reprotdxico
generado por un genotoxico en las células germinales y/o en el tejido soméatico de los

organos relacionados con la reproduccion.

Actualmente, es comun el uso de metodologias que involucran cultivos celulares de D.
melanogaster en diferentes areas de investigacion cientifica. El manejo de estas lineas
celulares es més sencillo que el de mamiferos pues crecen a temperatura ambiente y no
requieren CO, disuelto en la fase gaseosa, aunque son extremadamente susceptibles a
contaminacion por levaduras. La linea 2 de Schneider (S2S, S2, SL2, Schneider2)
(Schneider, 1972) originaria de cultivos primarios preparados de embriones tardios
disgregados es una de las lineas mas frecuentemente utilizada. Esta presenta una
expresion genética similar a la de hemocitos premetamorficos larvarios y a la de células
hematopoyéticas de glandulas linfaticas (Andres y Cherbas, 1992 y 1994). El uso de estos
cultivos permite la evaluacion de variables de respuesta a nivel celular, como variables
bioguimicas y la citotoxicidad que evalla el dafio a los sistemas celulares mediante la

sobrevivencia de las células en cultivo.
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Talidomida

La talidomida, es quizas el teratbgeno humano mejor conocido. Fue sintetizada por la
farmacéutica alemana Grunenthal como un sedante para las mujeres embarazadas en 1954,
sin embargo, fue retirada del mercado en 1961 debido a su asociacion con la focomelia
(acortamiento de huesos largos de brazos y piernas) cuando era ingerida en las tres primeras
semanas del embarazo. Se estima que mas de 20,000 nifios alrededor del mundo fueron
afectados (AVITE). Actualmente pese a que aln no se conoce su mecanismo de accion, este
medicamento es utilizado en diversos paises incluyendo a México para el tratamiento de
numerosas patologias como lupus, artritis reumatoide, VIH y diversos tipos de cancer (Moos
et al., 2003). Su uso en paises en desarrollo con sistemas de salud poco eficientes y pobre
supervision en la prescripcion de medicamentos ha generado de nuevo un aumento en el
numero de nacimientos con focomelia (Moos et al., 2003). Tan s6lo en Brasil durante 2004 se
presentaron 120 casos de infantes con focomelia asociada con el consumo de talidomida

(Ugalde y Homedes, 2007).
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Fig. 2. Estructura Molecular de Talidomida
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Caracteristicas fisicoquimicas

La talidomida (Fig. 2) (CAS 50-35-1) es un solido blanco de 258.23 g/mol de peso molecular,
de baja solubilidad en agua (50-200 pg/ml (193-774 uM) a 22°C y pH=7) y etanol, y un punto
de ebullicion entre 269 y 271°C. Su molécula consiste en una estructura lipofilica susceptible
a hidrdlisis, compuesta por dos anillos con un carbdn asimétrico en el anillo glutaramido. Este
farmaco es una mezcla racémica de enantiomeros S(-) y R(+) con actividades diferenciales
gue bajo condiciones fisiol6gicas son rapidamente interconvertidos (Patil y Bhise, 2003). Su
hidrélisis ocurre de manera espontanea no enzimatica y se han estimado mas de 100
metabolitos de la hidrélisis de la talidomida (Xinuy et al., 1999) que pueden ser encontrados

en el plasma y podrian interferir con la expresion y regulacion genética.

Farmacocinética

Debido a su baja solubilidad en agua, su biodisponibilidad real es desconocida, sin embargo,
en el ser humano es dependiente de la ingesta paralela de alimentos y de la dosis. La
concentracion sanguinea méaxima en humanos se alcanza después de 4 h de una ingesta
oral de 100 mg y es cercana a 1 ug/ml (3.8 uM). La biodisponibilidad media por aplicacion
oral es 40% mayor a la de aplicacion rectal. Su excrecion es por via renal, 40% del farmaco
administrado oralmente es excretado como productos de hidrélisis y sélo el 1% es excretado
sin metabolizar. Su vida media (T%2) varia entre 3.0 y 14.6 h, aunque se ha reportado una T%
significativamente mayor en pacientes con tratamientos crénicos para cancer de prostata.
Este medicamento puede ser metabolizado por CYP450 3A1 (Braun et al., 1986) y por la
Prostaglandina H2 Sintetasa (PH2S) (Winn et al., 1997; Patil y Bhise, 2003). Se desconoce
su unién a proteinas plasmaticas, sin embargo, puede interactuar con acidos nucleicos como
analogo de guanina (Huang y McBride, 1990) y el anillo glutaramido puede unirse a DNA

desnudo de embriones de ratas (Huang y McBride, 1997).
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Mecanismo de accion de la talidomida

Diversos efectos han sido propuestos como el mecanismo de accion, sin embargo, tanto este
como las alteraciones metabdlicas y/o genéticas, en células somaticas y/o germinales que

pueda generar aun no se conocen.

Los efectos inmunomodulatorios de este farmaco han sido muy discutidos e incluyen la
disminucién de la relacion CD4/CD8, y un cambio de una respuesta inmune altamente
citotoxica dominada por células T y disparada por Interferon-y a una respuesta inmune

mediada por anticuerpos e inducida por interleucina-4 (Moos et al., 2003).

La talidomida también altera la membrana celular al inhibir la endocitosis en células
polimorfonucleares (Avalos-Diaz et al., 1985) y la quimiotaxis en neutréfilos, ademas,
disminuye la densidad de moléculas de adhesion celular ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina
inducidas con TNF-a en la superficie de células endoteliales de la vena umbilical humana
(Teo, 2005) y la presencia de algunos receptores de integrinas y receptores membranales en

leucocitos incluyendo al receptor CD44.

El efecto mas conocido del farmaco es la inhibicion de la produccion de TNF-a
probablemente por la degradacion acelerada de su RNAm, por la union a la Glicoproteina
Acida a1 que presenta actividad anti-TNF-a o al suprimir la activacion de NF-kB (Sekhar et
al., 2002), factor critico de transcripcion involucrado en respuesta inmune y crecimiento
celular capaz de traslocarse al nacleo y regular diversos genes incluyendo TNF-a. Ademas,
inhibe la produccién de IL-6 e IL-12 en monocitos, probablemente también por el bloqueo de

NF-kB. En 1994 D’amato Yy cols. descubrieron actividad antiangiogénica en un modelo de
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angiogénesis inducida por el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y por el factor
de crecimiento fibroblastico basico (bFGF). Sahuer et al. (2000) han asociado este efecto a la
generacion de radicales hidroxilo (Sahuer et al., 2000). Diversos autores consideran que el
estrés oxidante juega un papel importante en la actividad de la talidomida pues su hidrolisis
espontanea produce radicales hidroxilo que causan dafio oxidante en macromoléculas
(Wells, 1997; Hansen et al, 1999; Parman, 1999; Sauer et al., 2000; Jason et al., 2002) y es

capaz de iniciar la oxidacion de DNA en tejidos embrionarios (Winn et al., 1997).

Letalidad

Gordon (1981) ha reportado la letalidad de este medicamento en linfocitos humanos, sin
embargo, no se han reportado evidencias de letalidad en humano ni en Drosophila
melanogaster por este medicamento. La LD50 oral de talidomida en rata es 113 mg/kg
mientras que la dérmica es 1,550 mg/kg. En ratén, la LD50 oral es 2000 mg/kg, mientras que
la dosis letal mas baja publicada por aplicacién intraperitoneal es 800 mg/kg (Calbiochem,

2003).

Mutagénesis

Los efectos mutagénicos de la talidomida han sido muy discutidos. Diversos estudios han
mostrado: un mayor niumero de aberraciones cromosdémicas y aneuploidias en linfocitos de
sangre periférica de individuos expuestos a talidomida (Benda et al., 1963) y en linfocitos en
cultivo tratados con 1 ug/mL (Jensen, 1965) y 1-50 pg/mL (Roux et al., 1971), asi como un
mayor numero de aberraciones cromosémicas en médula 6sea en conejos tratados con 150
mg/kg/d (Roux et al., 1971); su mutagenicidad en Salmonella y médula 0sea de raton
(Mackenzie, 1983); la alteracion in vivo en la estructura secundaria del DNA de embriones de

ratas y la unién del anillo glutaramido al DNA de embriones de ratas (Huang y McBride, 1990
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y 1997); y la presencia en hijos de padres focomélicos por talidomida de malformaciones

similares sugiriendo un efecto transgeneracional (McBride, 1994).

En 1997, un equipo de 14 investigadores de los laboratorios de toxicologia e investigacion
Zeneca y Merck comandados por Ashby (1997) mostr6 la falta de mutagenicidad de
talidomida en un estudio que incluyé 32 bioensayos en diferentes phyla (incluida D.
melanogaster) utilizando concentraciones (625-5000 uM) lejanas a las dosis ingeridas por los
pacientes y superiores a la solubilidad méxima en agua (774 pM). Ademds, en los
bioensayos de mutagenesis en Salmonella, el estudio presenta valores de mutacion en
testigos con desviaciones estandar de la mitad del valor de la media (13.16+6.7, 9.8+4.5) y
experimentales mayores al de la media (34.3+38.7, 39.3+49.1) que no permitirian discriminar
un efecto de los tratamientos. De manera similar, en el bioensayo de micronucleos en
médula Osea de raton, el estudio muestra valores en testigos con desviaciones estandar
mayores al valor de la media (1.4+1.5) y experimentales con desviaciones de mas de dos
veces la media (1£2.24). Un estudio independiente de la farmacéutica Celgene (Teo, 2000),
también concluy6 que talidomida no es mutagénica en Salmonella probando concentraciones
de hasta 10,000 ug/2mL (19,362 uM) a pesar de que la respuesta en algunos tratamientos
con concentraciones menores es significativamente positiva (1670 yg/2 mL, 5 pg/mL). En
estudios realizados en D. melanogaster con la Prueba SMART en alas (Ramos-Morales et
al., 2002 y 2005) se ha mostrado la mutagenicidad de este farmaco al incrementar 19 veces
la frecuencia del testigo en tratamientos subcrénicos (48 h) e inducir rompimientos de DNA
reparados por recombinacion en concentraciones bajas (0.15 pM) pero no en
concentraciones altas (625 yM), concordando con la falta de respuesta en concentraciones

altas reportada por Ashby (1997).
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Teratogénesis

Los efectos teratogénicos son especie especificos: humanos, conejos (dosis de 100-300
mg/kg/d) (D’amato et al., 1994), macacos y pollos presentan malformaciones (Kemper,
1962), mientras que en ratas, ratones, gatos y hamsteres no hay efectos (Patil y Bhise,
2003). En humano, la focomelia es inducida cuando la ingestion del farmaco ocurre durante
el periodo de organogénesis embrionaria, entre los dias 20 y 36 después de la fertilizacion
(Miller y Strémland, 1999), sin embargo, no se ha encontrado relacion entre la severidad de
la malformacibn y la dosis ingerida. La talidomida produce malformaciones
predominantemente en brazos, piernas (Smithells et al., 1992), corazon, rifiones y tractos
urinario, digestivo y genital, sin embargo, practicamente cualquier érgano puede ser afectado
(Taussig, 1962). La mortalidad temprana de bebés afectados es alrededor de 40% y se debe
principalmente a malformaciones internas severas, sin embargo, puede ser subestimada por
los abortos tempranos inducidos. Estudios en D. melanogaster muestran que talidomida
induce malformaciones en placa genital concentracién-dependiente, y en cabeza sé6lo en
algunas concentraciones, mientras otras regiones evaluadas (térax y abdomen) no mostraron

induccion significativa de malformaciones (Ramos-Morales et al., 2005).

Reprotoxicidad

Estudios en pollos (Lai y Palmieri, 1970) y conejos (Teo et al.,, 2004) no muestran
alteraciones de su fertilidad, sin embargo, estos involucran organismos adultos con gbnadas
formadas donde las primeras etapas meioticas de las células germinales ya ocurrieron. No se
han reportado estudios en organismos con células gonadales indiferenciadas al momento del
tratamiento. En estudios realizados en D. melanogaster se ha demostrado que este farmaco
es capaz de inducir cambios en la fertilidad dependiendo del sexo del progenitor tratado con

bajas concentraciones (0.156 uyM) (Herrera- Bazan, 2005).
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Estrés oxidante

La naturaleza fisicoquimica de un compuesto, su bioactivacion y metabolismo, pueden
generar ROS. El radical OH" es una de las ROS maés dafiinas por su alta reactividad pues

tiene una vida media corta y no puede difundir mas que la distancia de una o dos de sus
moléculas debido a que se reduce rapidamente (10%/M s) al oxidar cualquier compuesto o

biomolécula cercana (Marnett, 2000), incluyendo DNA si es generado inmediata y
adyacentemente a él. Alrededor del 20% de los OH’ que reaccionan con el DNA lo hacen

oxidando la desoxirribosa, también puede atacar el doble enlace Cs=Cgs de la pirimidina

(Ward, 1998), o los fosfatos si bien la reaccion es mas lenta (Breen et al., 1995).
Dependiendo de su distribucion, los radicales OH" pueden generar muchos sitios de dafio al

DNA en el area de unos pocos pares de bases en una o ambas cadenas, generando
rompimientos de una hebra (SSB) o de dos hebras (DSB) (Friedberg et al., 2006; Hansberg,

2002). La radiacién ionizante genera radicales hidroxilo y produce mas DSB que SSB, debido

a las altas concentraciones locales de OH" que se generan por la colisién con atomos de

DNA. En cambio, compuestos quimicos como el H,O,, que difunden y producen OH’

homogéneamente en el interior celular, producen en su mayoria SSB y cantidades no
significativas de DSB. El potencial genotoxico de las ROS es bien conocido (Williams y
Jeffrey, 2000) y Wells (1997) las ha relacionado también con embriotoxicidad. Muchas vias
criticas de transduccion de sefiales del desarrollo embrionario, apoptosis, proliferacion y
diferenciacion celular son sensibles al estado redox celular (Hansen, 2006). El potencial
teratdbgeno de algunos compuestos depende del estrés oxidante generado por la
desregulacion de vias metabdlicas controladas por duplex de tioles redox celulares, como

glutatién/glutation disulfuro y cistina/cisteina. En los seres vivos, el equilibrio de estos duplex
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redox es mantenido por sistemas antioxidantes (enzimas, vitaminas o biomoléculas como
glutation) que protegen a los sistemas biologicos de los efectos dafiinos de la oxidacion
excesiva (Krinsky, 1992) al controlar, atrapar, o suprimir la formaciéon de ROS o revertir las
reacciones que genera (Sikka, 1996). Muchos de ellos son donadores de electrones y
reducen los radicales libres a productos inocuos como el agua. La primera linea de defensa
antioxidante celular son agentes de bajo peso molecular como glutatiobn, a-tocoferol,
bilirrubina 6 acido Urico, que remueven cataliticamente radicales libres y eliminan especies ya

formadas antes de que dafien a otras biomoléculas (Halliwell y Gutteridge, 1995).

Glutation

El glutation es un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) con un enlace y-glutamil y un
grupo tiol libre (SH) que lo hace extremadamente reactivo. Esta molécula es el tiol de peso
molecular mas bajo y mas comdun, celular y filogenéticamente, de respuesta inmediata en el
mantenimiento del estado redox. Este puede existir tanto en su forma reducida (GSH) como
oxidada o glutation disulfuro (GSSG) y el duplex 2GSH/GSSG es conocido junto con las
enzimas relacionadas con su reciclaje y mantenimiento como Sistema Glutation. El nivel
intracelular de glutation en células de mamifero se halla entre 0.5-10 mM, del cual méas del

99% se encuentra como GSH.

El ciclo de sintesis y degradacion de glutation es conocido como ciclo y-glutamil. EI GSH es
sintetizado intracelularmente por la acciébn consecutiva de la enzima y-glutamil-cistenil
sintetasa (GCS: GSH1: Ligasa Glutamato-Cisteina, GCL) que une el L-glutamato y la L-
cisteina gastando ATP en una reaccién con retroalimentacion negativa, y la enzima glutation
sintetasa (GSH2) que une L-glicina al producto de la GSH1 gastando ATP. La GSH2 es un

dimero de subunidades idénticas de 118kD cada una. Los sitios activos que unen L-glicina 'y
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el residuo cisteina de L-y-glutamil-L-cisteina son altamente especificos, sin embargo, la
GSH2 puede actuar sobre dipéptidos donde el residuo L-y-glutamil es reemplazado por D-y-
glutamil, B-aminoglutaril, monometil (a-metil, B-metil, y-metil, N-metil) glutamil, glutaril, o N-
acetil (Meister et al., 1983). El gen de GSH2 esta reportado en FlyBase como FBgn0030882
con diferentes sindnimos CG32497, CG33065, CG6835, Fbgn0052497 y Fbgn0053065. Este
gen se localiza en el crosomoma X de D. melanogaster en 16F1 del nucleétido 17783580 al
17792488 comprendiendo 8909 nucledtidos en 8 exones y 7 intrones. Su regién 5'UTR
comprende 165 nucleétidos y 3'UTR 146. No tiene alelos reportados y tiene 3 transcritos
anotados de 695, 1821 y 1970 nucleédtidos aunque sélo 2 traducciones anotadas de 127 y
551 aminoécidos debido a que la diferencia entre el transcrito de 1821 y el de 1970 es en la

region 5'UTR.

El GSH puede ser oxidado por diversos mecanismos enzimaticos y no enzimaticos como la
radiacion ionizante 6 el metabolismo de xenobidticos al generar ROS. Comunmente, el nivel
intracelular de GSSG es extremadamente bajo, sin embargo, en condiciones de estrés
oxidante puede aumentar sustancialmente modificando el estado redox y el Potencial de
Reduccion (Ehc) del duplex 2GSH/GSSG. Los cambios en Ehc estan fuertemente asociados
con el estado de los reguladores de funciones bioldgicas importantes para la célula y es asi
como un cambio en el estado redox celular puede producir consecuencias en algunos

parametros biologicos (Fig.3) (Freya et al., 2001).
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Fig. 3. Relacion entre los reguladores del estado celular y el potencial de reduccion Ehc de la pareja
GSSG/2GSH. Traducido de Freya et al, 2001
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La GSH-Px dependiente de selenio cataliza la reduccion de H,O, y otros perdxidos a agua
oxidando GSH, sin embargo, algunas GST pueden también catalizar esta reaccion. En D.
melanogaster se han identificado dos genes putativos de GSH-Px no dependientes de
selenio por medio de analisis genomicos in silico, sin embargo, Missirlis y colaboradores

(2003) determinaron que estas enzimas no tienen funcion de GSH-Px sino de TrxPx.

En eucariontes superiores, la GR es la principal enzima encargada de reducir GSSG a GSH
usando NADPH aunque también participa la TrxR. Se ha mostrado que en D. melanogaster
la principal via para reciclar GSSG es la TrxR, pues carece de GR (Kanzok et al., 2001).
TrxR es capaz de reducir otros sustratos ademés de Trx gracias a un residuo de
seleniocisteina altamente reactivo. Sin embargo debido a esta alta capacidad reductora, TrxR
puede ser inhibida por diversos compuestos electrofilicos como nitrosoureas, aurotioglucosa,

compuestos de platino y derivados del acido retindico (Nordberg et al., 2001).
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Justificaciéon

Desde su asociacion con la induccion de teratogénesis humana, la talidomida ha sido
descrita como mutageno y reprotéxico para algunos organismos en diferentes estudios pero

Su mecanismo de accién no es claro.

En 1997, un equipo multidisciplinario comandado por Ashby de las farmacéuticas Merck y
Zeneca publico un estudio con 32 bioensayos en diferentes phyla que rechazd la
mutagenicidad de la talidomida, sin embargo, todos los sistemas de prueba utilizados
involucraron células somaticas, ninguno es transgeneracional y las concentraciones
utilizadas son muy superiores a las dosis ingeridas por pacientes y a las concentraciones

sanguineas maximas encontradas en humanos.

El uso de talidomida dentro de los cuadros de medicamentos para tratamiento de diversos
tipos de enfermedades en diferentes paises, hace necesaria la evaluacion de la

genotoxicidad y el descubrimiento del mecanismo de accion de la talidomida.

La talidomida ha presentado actividad genotoxica en concentraciones bajas en Drosophila
melanogaster y diversos autores han propuesto al estrés oxidante como una de las
principales vias de accion, sin embargo, no existen estudios que relacionen el estado redox

celular con la actividad genotdxica in vivo.
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Objetivo General

Estudiar la relacion entre la letalidad, teratogénesis, reprotoxicidad y mutagenicidad en
moscas Drosophila melanogaster expuestas a talidomida y el estado redox celular in vitro e

in vivo.

Objetivos Particulares

1.- Determinar la letalidad, teratogénesis, fertilidad, induccion de mutaciones y recombinacion
somatica, cambios en la cantidad de proteina total, GSH y GSSG in vivo, en moscas D.
melanogaster tratadas con una concentracién baja (0.156 uM) y una alta (156 uM) de

talidomida durante 30 y 180 min.

2.- Determinar cambios en la viabilidad celular, cantidad de proteina total, GSH, GSSG, la
fosforilacion de H2A.x y el RNAmM de GSH2 in vitro, en células S2S de D. melanogaster
tratadas con una concentracion baja (0.156 uM) y una alta (156 puM) de talidomida

durante 30 y 180 min.

3.- Determinar la relacion entre el cambio en las diferentes variables de respuesta biologicas

con cambios en el estado redox celular in vivo e in vitro.
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HIPOTESIS

La induccion de letalidad, teratogénesis, reprotoxicidad y mutagenicidad en las moscas
expuestas a concentraciones bajas pero no en moscas expuestas a concentraciones altas de
talidomida, esta relacionada con los cambios en el estado redox celular producido por el

estrés oxidante derivado de la hidrélisis de la talidomida.
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METODOLOGIA

el fin de invesligar el papei del eslrés oxidante como mecanismo de accion de la
alidomida, se esludié el cambio en 13 variables 1anto de pardmetros biologicos in vivo como
ro, exponiendo a larvas y células en cultive. La composicidn de las soluciones utilizadas

n las diferenles melodologias se describen en el Anexo | y las metodologias in extenso en

entraciones y tiempos de tratamiento

utilizaron las mismas concentraciones y tiempos de tratamiento tanto en experimentos in
) como in vivo. La delerminacion de la conceniracion mas baja se baséd en estudios
los in vivo en los que la conceniracion de 0.156 uM presenté los mayores efectos
":,u.r cos (Ramos-Morales el al, 2005). A parlir de esta concentracion se selecciond una
entracion tres ordenes de magnitud mayor (156 pM) que en los mismos esludios no
nto efectos genoloxicos. El liempo de tralamiento fue determinado por medio de dos
s de tiempo preliminares realizadas con la concentracion mas baja cvaluando la
ia de las moscas e involucrando a 1282 y 856 organismos, respeclivamente, Los
38 seleccionados fueron 30 y 180 minutos. En todos los casos, los analisis estadisticos

con una confianza del 95%.
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perimentos in vivo

Se utilizaron Ires cepas de D. mefanogaster. cepa silvestre C-S y las cepas progenitoras en
a prueba SMART para evaluar la mulation somatica y recombinacion mitdtica: § fir'/ in
R)TM3, ri p* sep bx**® % Bd® y 4 mwh,e /mwh.e (Lindsley y Grell, 1972). En la cepa
iivestre C-S se evalud en estado adullo la letalidad, teratogénesis y fertilidad, y en estado
rvario la cantidad de proteina, GSH y GSSG; mientras que en los organismos resullantes
la cruza de la prueba SMART se evalué en estado adulto la lelalidad y la mutacion y

binacion somatica (Fig. 4).
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% /mmws
i y de la cruza SMART

Letatidad »
(C-S y moscas SMART) . Larea Yoo e siacse
Fertilidad ‘% o
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Teratogénesis ‘L.J.ﬁ ..

Mutacién Somatica a
(SMART Ala}
Proteina Tralanmento con 0, 0 156 &
(Bradliord) 156 yM por 30min 6 160min.

GSH
(OPT, NEM)

GSSG
(OPT. NEM, DT)

Fig. 4. Variables evaluadas en los experimentos in vivo.
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Letalidad

La letalidad medida como indice de sobrevivencia, permite la evaluacion del dafio a los

sistemas bioldgicos de un organismo de manera general y fue evaluada en funcién del
nimero de organismos adultos sobrevivientes al ratamiento durante su estadio larvario. Las
moscas emergidas de las pupas formadas por larvas expuestas a lalidomida fueron
colectadas y conlabilizadas para: calcular el indice de sobrevivencia de moscas
vivienles respeclo al lestigo. El tesligo representa el 100% de sobrevivencia, por lo que
ISX, igual a 1 en un lote experimental significa que en &l sobrevivieron el mismo numero
de organismos que en el testigo (Arellano, 2002).

Indice de Sobrevivencia |ISX] = Hembras [X,) + Machos [X]

Hembras [X0] + Machos [X0)

ara determinar diferencias significativas se ulilizé el ANOVA de una via, y prueba lukey

ara grupos homogéneos cuando el ANOVA mostro diferencias significativas.

ion y recombinacion somatica
evaluacion del dafio genoloxico que el farmaco liene sobre el DNA en células somaticas
n vivo fue evaluada por medio de la frecuencia de multacién y recombinacion somatica a
gs de la prueba SMART en ala. La prueba SMART uliliza como genes marcadores a mwh
para evaluar la recombinacion, mutacion, delecion, y no disyuncion ocurridas durante el
sarrollo larvario en el brazo izquierde del cromosoma 3 metacénlrico de las células
icas de los discos imagales de las alas. La estimacion de los eventos genélicos
ales se hace a lravés de |a frecuencia de grupos de tricomas (manchas) en las alas de
s moscas que expresan uno (manchas simples) o ambos (manchas gemelas) marcadores

néticos: mwh que produce tricomas multiples por célula, o fi que produce lricomas
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ensanchados en su base con forma de flama (Graf et al.,, 1984). La frecuencia de estas
manchas es solo una fraccion de los eventos genéticos totales ocurridos en las moscas
tratadas por el compuesto. Las frecuencias de manchas registradas se analizaron en el
programa de cémputo SMART basado en la prueba no paramétrica x® (Graf et al., 1984;
Frei y Wargler, 1988; Frei y Wirgler, 1995) que arroja resultado positivos, débiles positivos,
indeterminados o negativos, dependiendo del numero de multiplos (m) que la frecuencia de
los tratamientos es la del testigo. En el caso de manchas simples chicas (<2céls) una
diferencia significativa se obtiene cuando m=2, mientras que en manchas grandes (>3céls) o
gemelas se necesita m=5. Las distribuciones del tamafio de manchas (células por mancha) y
del nimero de manchas por mosca que permite identificar organismos especialmente
sensibles a dafo genético e identificar respuestas falsas positivas (Ramos-Morales et al.,
2002) fueron calculadas y analizadas utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y
la Prueba de Dunn’s para identificar diferencias estadisticamente significativas entre las

medianas.

Teratogénesis

La teratogénesis permite la evaluacion del dafio que un compuesto ocasiona sobre la
sefalizacion o DNA en células somaticas en diferenciaciéon y fue evaluada en funcién del
namero de moscas silvestres C-S con malformaciones en alguno de sus oOrganos. Las
moscas adultas procedentes de las larvas expuestas a talidomida fueron recolectadas
revisando su morfologia exterior con el fin de calcular la proporcibn de moscas con
malformaciones respecto al total de moscas de ese tratamiento. Por lo que una proporcion de
malformaciones con valor de 1 es un tratamiento en el que todas las moscas presentan

malformaciones.
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Proporcién de Malformaciones= Moscas con Malformaciones en el tratamiento X;

Moscas Totales en el tratamiento X;

Para determinar diferencias significativas se utilizé el ANOVA de una via, y la prueba tukey

para grupos homogéneos, cuando el ANOVA mostrd diferencias significativas.

Fertilidad

La fertilidad permite la estimacion del dafio ocasionado por un compuesto en células
germinales y somaticas y fue evaluada en funcion del nUmero de moscas que procrearon
moscas silvestres Canton-S tratadas durante su estadio larvario. Para ello, las moscas
emergidas de los tratamientos fueron cruzadas entre ellas y su progenie fue recuperada y
contabilizada, calculando un indice de fertilidad (IF) que refleja el nimero de moscas
producidas por mosca (P) hembra tratada. El indice de fertilidad (IF) de cada tratamiento
(IFX;) fue corregido (IFC) al indice de Fertilidad del testigo (IFXo), tal que un IFCX; igual a 1
significa que en ese tratamiento las moscas tuvieron el mismo namero de hijos que en el

testigo.

indice de Fertilidad (IFC)= (Hembras F1 X; + Machos F1X;) / Hembras P X;

(Hembras F1 Xy + Machos F1 X))/ Hembras P Xq

Para determinar diferencias significativas se utilizé el ANOVA de una via, y la prueba tukey

para grupos homogéneos cuando el ANOVA present6 diferencias significativas.

Contenido de proteina total

La cuantificacion de proteinas totales es un indicador de las alteraciones metabdlicas
ocasionadas por un compuesto y ademdas permite verificar cambios especificos de
determinados péptidos. La cuantificacion de proteina total se realizd en larvas expuestas al

farmaco midiéndola en los homogenados segun el método de Bradford (Bradford, 1976).
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Este método utiliza azul brillante de Coomassie G-250 que absorbe en 479nm A y al unirse a
residuos de aminoacidos hidrofébicos y electrostaticos expuestos en la superficie de las
proteinas absorbe en 595 nm A. Los resultados de la cuantificacion de Proteinas fueron

expresados como el contenido de proteina (ug) de 15 larvas.

Contenido de GSH

Los cambios en la cantidad de GSH permiten evaluar el estrés oxidante generado por un
compuesto. El contenido de glutation reducido fue determinado en larvas expuestas al
farmaco por espectrofotometria usando OPT y NEM como lo describe Senft et al. (2000).
Este método se basa en la reaccién del OPT con grupos amino Yy sulfhidrilo del GSH y de
otros grupos tioles de bajo peso molecular originando un producto ciclico altamente
fluorescente OPT-SH que absorbe en 365 nm y emite a 430 nm. Paralelamente, la
fluorescencia de muestras con NEM es determinada pues este previene la formacion del
producto OPT-GSH, de tal manera que la fluorescencia inespecifica por la union de OPT a
otros tioles puede cuantificarse y la diferencia en ambas fluorescencias estima la resultante
por el producto OPT-GSH. La cantidad de GSH fue expresada como el contenido de GSH

(ug) de 15 larvas.

Contenido de GSSG

Los cambios en la cantidad de GSSG permiten evaluar el estrés oxidante generado por un
compuesto. El contenido de glutation oxidado fue determinado en larvas expuestas al
farmaco por espectrofotometria usando OPT, NEM y DT segun el método descrito por Senft
et al. (2000). EI DT es un potente agente reductor capaz de reducir GSSG a GSH. En este

método, primero el GSH es blogueado con NEM y entonces el GSSG es reducido a GSH
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usando DT. El GSH formado es medido usando OPT. La cantidad de GSSG fue estimada en
larvas enteras y los resultados fueron expresados como el contenido de GSSG (ug) de 15

larvas.

Experimentos in vitro

Los experimentos in vitro se realizaron con cultivos celulares de la linea S2S obtenidos a
partir de alicuotas congeladas. Los cultivos se mantuvieron en condiciones asépticas a
temperatura ambiente en oscuridad y todo el material utilizado fue de plastico esteéril
desechable. En los cultivos celulares se evalud la citotoxicidad y se cuantificé proteina total,

GSH, GSSG, la fosforilacion de H2A.x y RNAm del gen GSH2 (Fig. 5).

Tratamiento con 0,
0.156 6 156 uM por
30min 6 180min.

=

—

i‘i" v

Buffer A RNAmM GSH2 M3

Fosforilacion H2A.x

Proteina Cuantificacion iNcio
(Inmunotincion)

(Bradford, Lowry) (Aislamiento RNA:Trizol,
Sintesis cDNA: Random

Citotoxicidad Hexamers y Primers PoliA,

(MTT) Cuantificacién: PCR; Primers
GSH2

GSH )

(OPT/NEM)

GSSG

(OPT/NEM/DT)

Fig. 5. Variables evaluadas en los experimentos in vitro.
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Citotoxicidad

La citotoxicidad permite la evaluacion del dafio a los sistemas bioldgicos celulares de manera
general tal que compromete su sobrevivencia y fue evaluada en funcion de la viabilidad
celular mediante la conversion de sales de tetrazolio (3-(4, 5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide, MTT) amarillas y solubles a cristales de formazan purpuras
e insolubles. Esta conversion solo es posible por las deshidrogenasas mitocondriales de las

células vivas. Los resultados fueron reportados como porcentaje del testigo.

Contenido de Proteina Total

El contenido de proteinas fue evaluado de acuerdo al método de Lowry (BioRad). Los

resultados se expresan como porcentaje del contenido del testigo.

Cuantificacion de GSH

El contenido de GSH fue determinado por espectrofotometria usando OPT y NEM siguiendo
el método descrito por Senft et al. (2000). Los resultados se expresan como el contenido de

GSH en pg.

Contenido de GSSG

La cuantificacion de GSSG se realizé siguiendo el método segun Senft et al. (2000). Los

resultados se expresan como el contenido de GSSG en ug.
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Fosforilacién de H2A .x

La cuantififacion de H2A.x fosforilada permite le evaluacion de DSB en DNA producidos por
un compuesto. H2A.x es una de las variantes mejor caracterizadas de la familia con mayor
numero de variantes descritas (Ausio y Abbott, 2002). Esta histona es importante para la
estabilidad gendémica (Bassing et al., 2002; Celeste et al., 2002; Bassing et al., 2003; Celeste
et al.,, 2003) y su fosforilacion es indispensable para el reconocimiento de DSB vy el

reclutamiento de los factores de reparacion (Madigan et al., 2002; Celeste et al., 2003).

En eucariontes inferiores, H2A.x posee un dominio de cola C-terminal no extendido y un
motivo SQ localizado dos residuos rio arriba del codén de término cuya fosforilacion es una
de las respuestas mas tempranas a DSB inducidos o programados (Rogakou et al., 1998;
Mahadevaiah et al., 2001) sefialados por ATM, ATR y DNA-PK que inducen la fosforilacion
(Downs et al.,, 2000; Nakamura et al., 2004). Aunque esta histona H2A.x esta
uniformemente distribuida en la cromatina, su fosforilaciéon solo ocurre de 1 a 3 min después
en la vecindad del dafio (Madigan et al., 2002; Friedberg et al., 2006). Algunos estudios han
mostrado que esta histona ya se encuentra fosforilada apenas 20 s después de que se
origina el DSB, tan solo 1 min después alcanza la mitad de su nivel maximo que se alcanza
a los 9 min, disminuyendo lentamente durante los siguientes 90 min (Rogakou et al., 1998).
Ademas, su vida media de 2 h es similar a la cinética de la reparacion de DSB (Redon et al.,
2002) y se encuentra ligada a los puntos de chequeo del ciclo celular en S-G2 (Andang et a.,
2008). En D. melanogaster, el motivo SQ esta presente en el dominio C-terminal de la
histona H2A.v, el cual también es fosforilado en respuesta a DSB y reconocido por los
anticuerpos anti-SQ de H2A.x (Madigan et al., 2002). H2A .x fosforilada es considerada como

un marcador de dafio a DNA y la deteccion de su inmunofluorescencia esta incrementando
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su importancia como un método especifico y sensible para detectar DSB (Rothkamm et al.,
2003; Aten et al., 2004; Friedberg et al., 2006; Andreyeva et al., 2008; Kuo et al., 2008). En
este trabajo, la inmunofluorescencia de H2A.x se expresa como la proporcion promedio de

células positivas para el anticuerpo.

Cuantificaciéon de RNAm de GSH2

La cuantificacion del RNAm de GSH2 es un indicador de la sintesis de GSH y se realizo
mediante el aislamiento del RNAm total, su conversion a cDNA y su cuantificacion por medio
de PCR utilizando primers especificos. Para confirmar que la obtencion de cDNA fuera
correcta se utilizaron primers para actina de Drosophila amplificando por PCR un producto de
100 pdb del cDNA obtenido del RNAm aislado. Para confirmar que la PCR fuera correcta se

amplificé un producto del gen RPA34 en un plasmido detectado en un gel de agarosa.
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Resultados

Curva de tiempo

Un mayor nimero de organismos respecto al testigo se recupero en los tratamientos de 30 y

60 min y cerca de un 35% menos en 2 h. Fueron seleccionados como tiempos de

tratamiento 30 y 180 min debido a que la sobrevivencia fluctia alrededor del testigo en

tiempos menores a 180 min, y se mantiene similar a él en tiempos mayores a 180 min (Fig.

6), ademas, la variacion en la sobrevivencia de los organismos es similar en ambos.

Tiempo de
s ISx
EXPOSICION NN E.E.
1.8 (hr)
T 0 1.000 0.000
_ 0.5 1.173 0.264
1.6 1 1.176 0.448
1.5 0.928 0.322
14T 2 0.648 0.163
2.5 1.102 0.647
s - - 3 0.973 0.276
§ 12 "\ 4.5 0.959 0.353
s |/ \ n ) 6 0.879 | 0.182 |
2 14 I\ 12 0.865 | 0.259
0 \ t——— —.—.
8 - \ S~ e 4
-_é’ 0.8 ‘\ 7 i
\y
0.6 -
0.4 )
0.2
0 ‘ ‘ ‘ ‘ f f f f f : :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tiempo de Tratamiento (h)

Fig. 6. Curva de sobrevivencia de moscas silvestres C-S D. melanogaster con 0.156 yM de talidomida

durante diferentes periodos. Recuadro: indices de Sobrevivencia
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Experimentos in vivo

Toxicidad

Se observaron pequeias diferencias en la sobrevivencia de las moscas silvestres C-S entre

los tratamientos y en la proporcion de hembras en cada tratamiento (Tabla I), sin embargo,

ninguna fue estadisticamente significativa (MANOVA, p>0.05).

Tabla I. indice de Sobrevivencia de moscas silvestres C-S D. melanogaster expuestas a talidomida durante el
desarrollo larvario. (n= 3087)

ind. Sobrevivencia Proporcion de Hembras
[uM] 30 min 180 min 30 min 180 min
Prom E.S. Prom E.E. Prom E.S. Prom E.E.
0 1.000 0.000 1.000 0.000 0.517 0.015 0.489 0.018
0.156 0.983 0.128 1.267 0.243 0.493 0.047 0.452 0.026
156 1.054 0.138 1.118 0.033 0.460 0.030 0.466 0.010

Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la sobrevivencia de la

progenie de la cruza de SMART (Tabla Il), por sexo, tipo de progenie, concentracién de

talidomida, tiempo de tratamiento, o alguna de las interacciones (MANOVA, p>0.05).

Tabla Il. indice de Sobrevivencia de moscas SMART D. melanogaster tratadas con talidomida durante el
desarrollo larvario.

Portadora TM3 Libre de Inversién TM3 Total
[uM] 30 min 180 min 30 min 180 min 30 min 180 min
Prom. | E.E. | Prom. | E.E. Prom. | E.EE. | Prom. | E.E. | Prom. | E.E. | Prom. | E.E.
0 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000 | 1.000 | 0.000
0.156 | 1.121 | 0.059 | 0.990 | 0.034 | 1.147 | 0.236 | 1.155 | 0.104 | 1.122 | 0.097 | 1.084 | 0.074
156 0.919 | 0.021 | 1.092 | 0.201 | 1.163 | 0.178 | 1.016 | 0.151 | 1.040 | 0.074 | 1.049 | 0.172

Mutacion somética y recombinacion mitética (SMART Ala)

La frecuencia de mutacion en las moscas tratadas con talidomida, no mostré diferencias con

el testigo (xizg,|,=5, p>0.05), ni una respuesta diferente entre sexos (xizg_L:l, p>0.05) (Tabla III),

sin embargo, en todos los tratamientos se observa una disminucion en la frecuencia de
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mutacion (Tabla IV, Fig. 7). Al diferenciar la frecuencia en manchas chicas y grandes, la
disminucién es mas importante en machas de mas de tres células.

Tabla Ill. Frecuencia de mutacién por sexo en la prueba SMART en moscas D.
melanogaster libres de inversion expuestas a talidomida durante el desarrollo

larvario.
30 min 3 min
Hembras Machos Hembras Machos
0 0.311 0.297 0.259 0.273
0.156 0.203 0.250 0.195 0.208
156 0.256 0.192 0.162 0.227

Estas frecuencias menores a la del control no son significativas con los métodos estadisticos
utilizados por Frei y Wiurgler (1988), sin embargo, lo son con una confianza del 99.9% al
comparar la proporcion experimental con la del testigo al emplear otros métodos estadisticos
(Z Test para 2 proporciones, p<0.01). Esto se debe a que los métodos estadisticos utilizados
en SMART se basan en el niumero de multiplos (m) que la frecuencia experimental es la del
testigo y detectan como resultado positivo a aquella frecuencia de manchas chicas que es
mas de 2 veces la del control o de manchas grandes que es mas de 5 veces. Esto hace que
cualquier frecuencia menor a la del testigo es igualmente negativa que una mayor pero que

no alcanzan a quintuplicar la frecuencia del testigo (Frei and Wiurgler, 1988).

Tabla IV. Frecuencia de mutacion estimada mediante SMART en moscas D. melanogaster libres de inversion
expuestas a talidomida durante el desarrollo larvario.

Manchas

No. alas Manchas Chicas Grandes (>3 Manchas Manchas

revisadas (1-2 céls) m=2 céls.) m=5 Gemelas m=3 Totales m=2
No. Fr. D. | No. Fr. D. | No. Fr. D. | No. Fr. D.

148 38 0.257 7 0.047 0 | 0.000 45 | 0.304
30 min | 0.156 138 30 0.217 - 1 0.007 - 0 |0.000| - | 31 |0.225]| -
156 160 30 0.188 - 6 0.038 - 0O |0.000| - | 36 |0.225| -

0 120 22 0.183 10 0.083 0 | 0.000 32 | 0.267
180 min | 0.156 154 30 0.195 - 1 0.006 - 0 |0.000| - | 31 ]0.201]| -
156 140 22 0.157 - 5 0.036 - 0 |0.000]| - | 27 | 0.193 | -

Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei and Wiirgler, 1988. No.=Numero; Fr.=Frecuencia; D.=Diagnéstico; -
=negativo. 0=0.05. Pruebas Estadisticas de una cola.
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La distribucion del tamafio de mancha (células por mancha) (Tabla V) presenté una
proporcidon de manchas pequefias mayor en moscas expuestas a 0.156 yM que en el testigo
independientemente del tiempo de tratamiento, sin embargo, las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (Kruskall Wallis, H=5.3032, p=0.380).

Tabla V. Distribucion de la proporcién manchas por tamafio (células por mancha) en moscas silvestres D.
melanogaster libres de inversion expuestas a talidomida durante el desarrollo larvario.

Numero de céls (edad aprox. de la larva en horas en que se genero)
9-16 17-32 33-64 | Total de
[uM] 1(72) 2 (80) 3-4 (88) | 5-8 (96) (104) (112) (120) | manchas
0 0.58 0.27 0.07 0.04 0.02 0.02 45
0.156 0.55 0.42 0.03 31
30min 156 0.61 0.22 0.03 0.03 0.03 0.08 36
0 0.44 0.25 0.13 0.13 0.03 0.03 32
0.156 0.68 0.29 0.03 31
180min 156 0.59 0.22 0.15 0.04 27

La distribucién del nimero de manchas por mosca (Tabla VI) no present6 una proporcion
considerable de organismos con numeros extremos de manchas (Kruskall Wallis, H=4.4418,

p=0.4877).

Tabla VI. Distribucion de la proporcién de moscas silvestres D. melanogaster libres de inversion expuestas a
talidomida durante el desarrollo larvario por nimero de manchas.

No. alas Numero de manchas Total de
t [uM] revisadas No. de moscas | 0 1 2 3 moscas
0 148 74 0.540.31|0.15/0.00 74
0.156 138 69 0.65]0.28|0.04 [ 0.03 69
30min 156 160 80 0.680.21]0.10/0.01 80
0 120 60 0.570.35|0.07 [ 0.02 60
0.156 154 77 0.660.29]0.04|0.01 77
180min 156 140 70 0.69]0.260.04]0.01 70
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Fig. 7. Frecuencia de mutacion en moscas libres de inversién D. melanogaster expuestas a talidomida
durante el desarrollo larvario en la Prueba SMART.

Teratogénesis

La evaluacion de la teratogénesis se realizd con base en cuatro experimentos con soluciones
independientes involucrando a 3720 organismos. De manera general, la proporcién de
malformaciones inducidas con talidomida fue muy baja. Las moscas testigo, al igual que
aquellas expuestas a 0.156 yM durante 180 min no presentaron malformaciones, lo que
dificulta la comparacion estadistica. Las larvas expuestas a 156 yM mostraron en ambos
tratamientos (30 y 180 min) un mayor porcentaje de moscas con malformaciones respecto al
testigo, sin embargo, el mayor aumento se presentd en aquellas expuestas a 0.156 uM

durante 30 min (Fig. 8).
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Fig. 8. Proporcion de moscas D. melanogaster con malformaciones tratadas con talidomida durante el
desarrollo larvario

Fertilidad

Las moscas expuestas a 0.156 yM durante 180 min presentaron una disminucion en la
fertilidad respecto al testigo cercana al 50%. De manera similar a la teratogénesis, las larvas
expuestas a 156 pM presentaron en ambos tratamientos (30 y 180 min) una mayor
fertilidad, sin embargo, el mayor aumento se presentd en aquellas expuestas a 0.156 yM
durante 30min (Fig.9, Tabla VII). Por medio de un ANOVA multivariado (Tabla VIII) se
encontraron diferencias significativas en la fertilidad de las moscas tratadas durante 30 y 180

min, independientemente de la concentracion.
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Tabla VII. indice de fertilidad de moscas silvestres D. melanogaster expuestas a talidomida
durante el desarrollo larvario.

[UM] 30 min 180 min
Prom. E.E. Prom. E.E.
0 1.000 0.000 1.000 0.000
0.156 4.183 1.654 0.565 0.476
156 3.070 0.875 1.570 0.955

Tabla VIII. Andlisis multivariado de varianza para el indice de fertilidad de moscas silvestres C-S D.

melanogaster. expuestas a talidomida durante el desarrollo larvario.

Grados de Cuadrados Grados de Cuadrados
Factor Libertad del | Medios del | Libertad del | Medios del F p-level
Efecto Efecto Error Error
Conc. 2 2.422 6 1.547 1.565 0.284
Tiempo 1 8.732 6 1.547 5.643 0.055
[l 2 3.304 6 1.547 2.135 0.199
Conc.-t
6.0
5.0 -
a
4.0
©
o
= a
P
s 3.0 1
8
T
2 [
2.0 b
a b
1.0 A b
0.0

030 min @180 min

[uM] Talidomida

Fig. 9. indice de Fertilidad de moscas silvestres D. melanogaster expuestas a talidomida durante el desarrollo
larvario. a 'y b: grupos estadisticos.
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Contenido de proteina total

La concentracion de proteina no se modificO de manera significativa en larvas expuestas a

talidomida (MANOVA, p>0.05) (Tabla IX).

Tabla IX. Contenido de proteina (ug) en 15 larvas
silvestres D. melanogaster expuestas a talidomida.

30 min 180 min
[uM]
Prom. E.E. Prom. E.E.

0| 7.203 0.503 | 6.716 0.628
0.156 | 7.297 0.342 | 5.542 0.771
156 | 6.064 1.0497 | 6.828 1.073

Contenido de GSH

La concentracion de GSH en larvas expuestas (Tabla X) no se modificé significativamente
por la talidomida (MANOVA, p>0.05), sin embargo, nuevamente en un tratamiento con 0.156

MM (180 min) se presento un ligero incremento (20%).

Tabla X. Contenido de GSH (ug) en 15 larvas
silvestres D. melanogaster expuestas a talidomida.
[UM] 30 min 180 min
Prom. E.E. Prom. E.E.
0| 0.498 | 0.076 | 0.404 0.147
0.156 | 0.527 | 0.132 | 0.492 0.050
156 | 0.494 | 0.062 | 0.423 0.077

Contenido de GSSG

La concentracion de GSSG en larvas expuestas a talidomida (Tabla Xl) no fue modificada
significativamente por la talidomida (MANOVA, p>0.05), sin embargo, el comportamiento es
similar al de las variables anteriores, en los tratamientos por 180min las larvas expuestas a
0.156 pM presentaron un nivel ligeramente menor al testigo y las expuestas a 156 uyM un
ligero incremento. Sin embargo, en las larvas expuestas a 0.156 yM por 30 min presentaron

un incremento del 30% en el contenido de GSSG.
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Tabla XI. Contenido de GSSG (ug) en 15 larvas
silvestres D. melanogaster expuestas a talidomida.

30 min 180 min
[uM]
Prom. | E.E. Prom. E.E.
0| 1.004 0.120 | 1.298 0.068
0.156 | 1.309 0.180 | 1.229 0.026
156 | 1.135 0.374 | 1.405 0.248

Experimentos in vitro

Citotoxicidad

La viabilidad celular de los cultivos expuestos no se modificé significativamente por la

talidomida (MANOVA, p>0.05) (Tabla XII).

Tabla XIlI. Viabilidad Celular de células S2S de D. melanogaster
expuestas a talidomida.

30 min 180 min
[uM]
Prom. E.E. Prom. E.E.
0 100 0 100 0
0.156 95.251 1.455 102.945 0.712
156 102.751 3.330 103.965 1.567

Contenido de Proteina Total

El contenido de proteina en los cultivos S2S (Tabla Xlll) no se modific6 de manera

significativa en los tratamientos con talidomida (MANOVA, p>0.05).

Tabla Xlll. Contenido de Proteina de cultivos celulares S2S de D.
melanogaster tratados con talidomida.

30 min 180 min
[uM]
Prom. E.E. Prom. E.E.
0 100 0 100 0.00
0.156| 112.424 6.131 111.908 4,92
156 | 108.825 1.778 90.566 1.68
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Contenido de GSH

Los cultivos celulares expuestos a 0.156uM, de manera similar a las variables anteriores,
presentaron un mayor contenido de GSH (Fig. 10) independientemente del tiempo de
tratamiento respecto al testigo (Tabla XIV). Sin embargo, el MANOVA no detecto diferencias

estadisticamente significativas (MANOVA, p>0.05).

Tabla XIV. Contenido de GSH (ug) de
cultivos celulares S2S de D. melanogaster
tratados con talidomida.

30 min 180 min
Prom. | E.E. Prom. E.E.
0| 0.761 | 0.304 | 0.770 | 0.116
0.156 | 1.069 | 0472 | 1.092 | 0.134
156 | 0.626 | 0.270 | 0.849 | 0.138

[uM]

2.0

18 4

16 -

1.4 A
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Fig. 10. Contenido de GSH (ug) en Células S2S de D. melanogaster en cultivo expuestas a talidomida.

a7



Contenido de GSSG

El contenido de GSSG (Tabla XV) present6 diferencias significativas (Tabla XVI) por tiempo
de tratamiento y concentracion de talidomida. Nuevamente los cultivos expuestos a 0.156uM
presentaron el efecto mas importante (Fig. 11), pues su contenido de GSSG fue
significativamente mayor que el del testigo y 156 yM independientemente de la duracion del
tratamiento (p<0.05), sin embargo entre estos dos no se encontraron diferencias (Tabla

XVII).

Tabla XV. Contenido de GSSG (ug) de cultivos celulares
S2S de D. melanogaster expuestas a talidomida.

30 min 180 min
[uM]
Prom. E.E. Prom. E.E.
0| 14965 | 7.170 3.640 2.688
0.156 | 29.959 | 1.165 23.997 4.449
156 | 19.577 | 3.889 6.763 5.240

Tabla XVI. Analisis Multivariado de Varianza para el Contenido de GSSG de cultivos celulares
S2S de D. melanogaster expuestos a talidomida.

Grados de | Cuadrados | Grados de | Cuadrados
Libertad Medios del Libertad Medios del F p-level
del Efecto Efecto del Error Error
Conc. 2 345.359 6 40.800 8.465 0.018
Tiempo 1 302.021 6 40.800 7.402 0.035
Interaccion 2 12.985 6 40.800 0.318 0.739
Conc.-t

Tabla XVII. Diferencias en el Contenido de GSSG en cultivos celulares S2S de D. melanogaster

expuestos a talidomida segun la Prueba de Tukey para grupos homogéneos HSD

0 0.156 156
(M (9.302) | (26.978) (13.170)
0 0.019 0.685
0.156 | 0.019 0.051
156 | 0.685 0.051
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Fig. 11. Contenido de GSSG (ug) de Células S2S en cultivo expuestas a talidomida. a 'y b:
grupos estadisticos; *: diferencias significativas respecto al testigo.

Fosforilacion de H2A.x

La proporcion de nucleos positivos para H2A.x fosforilada (Tabla XVIII) present6 diferencias
significativas (MANOVA, p<0.05) (Tabla XIX) segun el tiempo de tratamiento y concentracion
de talidomida (Tabla XX). De manera contraria a las otras variables, los cultivos expuestos a
180 min fueron los que presentaron un aumento en la variable (100%) (Fig. 12), mientras que
aguellos expuestos por 30 min presentaron una disminucion cercana al 75% respecto al

testigo de la fosforilacion de H2A.x independientemente de la concentracién de exposicion.
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Tabla XVIII. Proporcién de células S2S expuestas a talidomida
positivas a inmunotincion de H2A.x fosforilada.

30 min 180 min
[uM]
Prom. E.E. Prom. E.E.

0| 0.0231 0.0113 | 0.0251 0.0107
0.156 | 0.0043 0.0023 | 0.0574 0.0166
156 | 0.0076 0.0045 | 0.0527 0.0157

Tabla XIX. Andlisis Multivariado de Varianza para la Proporcion de células S2S expuestas a
talidomida positivas a inmunotincion de H2A.x fosforilada.

Grados de Cuadrados | Grados de | Cuadrados
Factor Libertad del Medios del Libertad Medios del F p-level

Efecto Efecto del Error Error
Conc. 2 0.000 73 0.002 0.220 0.803
Tiempo 1 0.021 73 0.002 13.083 0.001
Interaccion
Conc.-t 2 0.005 73 0.002 3.029 0.054

Tabla XX. Diferencias la proporcién de células S2S expuestas a talidomida positivas a inmunotincién de
H2A.x fosforilada segun la Prueba de Tukey para grupos homogéneos HSD

0 uM, 0 uM, 0.156 uM, | 0.156 M, | 156 M, | 156 uM, 30
180 min 30 min 180 min 30 min 180 min min
0 pM, 180 min 1.000 0.787 0.181 0.885 0.534
0 pM, 30 min 1.000 0.794 0.355 0.882 0.686
0.156 uM, 180 min 0.787 0.794 0.006 1.000 0.072
0.156 uM, 30 min 0.181 0.355 0.006 0.010 1.000
156 uM, 180 min 0.885 0.882 1.000 0.010 0.104
156 yM, 30 min 0.534 0.686 0.072 1.000 0.104
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Fig. 12. Proporcion de células S2S expuestas a talidomida positivas a inmunotincion de H2A.x fosforilada.
* diferencias significativas con 0.156 uM 180 min y con 156 pM 180 min.

Cuantificacion de RNAm de GSH2

La cuantificacion del RNAm de GSH2 no fue posible debido a que no se logréo su
amplificacion por PCR. Sin embargo, la amplificacion de un producto de 100pdb de actina fue
posible a partir del cDNA sintetizado del RNAm aislado de las células S2S expuestas a
talidomida. La técnica de PCR fue verificada mediante la amplificacion de un producto del

gen RPA34 dentro de un plasmido detectado en gel de agarosa.
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DISCUSION

La talidomida es un farmaco conocido por los efectos secundarios que produce en células
somaticas de embriones en desarrollo. A pesar de su retiro del mercado hace mas de 45
afos y su reutilizacidon como tratamiento de diversas enfermedades, su mecanismo de accion

y posibles efectos genotdxicos aun no son claros.

En el presente estudio, la talidomida no mostr6 efectos toxicos ni citotoxicos
estadisticamente significativos en las concentraciones y tiempos de tratamiento probados
aunque la citotoxicidad in vitro pudo ser subestimada dado que fue evaluada tan sélo 180
min después de la exposicion. Las moscas silvestres expuestas a 0.156 yM durante 180 min
presentaron un pequefio incremento no significativo en su sobrevivencia del 26% de manera
similar al estudio de Ashby et al. (1997) que encontré pequefios aumentos en la viabilidad
celular de linfocitos humanos en los tratamientos con 12.5 yM de talidomida (17%) y con 300

UM (7%).

En el bioensayo de mutacién del gen L5178Y TK™ en linfoma de ratén y en el de
aberraciones cromosdémicas en neuroblastos de grillo en el estudio de Ashby et al. (1997), la
talidomida no produjo dafio al DNA, sin embargo, el autor menciona una ligera toxicidad en la
concentraciones probadas (0.625, 1.25, 25, 5 mM) y la aparicion de células detenidas en
profase tardia altamente refractantes con cromosomas inusualmente largos y delgados con
extremos pegajosos después de la exposicion a 1 mM durante 1 h y tres veces mas despueés
de 3 h, respectivamente. Estas células también se presentaron en los tratamientos con S9
después de 1 h de exposicion pero desaparecieron después de 3 h, sugiriendo la letalidad

del efecto.
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Recientemente se ha mostrado la toxicidad de anélogos sintéticos de talidomida en lineas
celulares humanas de hepatoma (HepG2) mediante el bioensayo de MTT (Wang et al., 2008)
y se han relacionado casos de hepatitis (Fowler et al., 2001), neumonitis (Buttin et al., 2007,
Wyplosz et al., 2008; Sugimoto, 2009), toxicidad pulmonar aguda (Satkirin et al., 2007),
necrosis epidérmica toxica (Colagrande et al., 2008) y hepatotoxicidad severa (Hanje et al.,
2006; Dabak et al.,, 2008; Levesque et al., 2009) por la ingestion de 50 a 200 mg/d de
talidomida. Sin embargo, estos estudios involucran individuos bajo tratamiento para algun
proceso canceroso por lo que no ha podido establecerse una relaciéon causal. El rango en el
gue se han encontrado estos posibles efectos tdxicos corresponden a concentraciones bajas
de talidomida biodisponible pues la concentracién sanguinea maxima humana alcanzada 4 h
después de la ingesta oral de 100 mg es apenas cercana a 3.8 uM, sin embargo, estas
concentraciones son muy lejanas a aquellas en las que se han evaluado los efectos

genotoéxicos de la talidomida.

El estudio realizado en 1997 por Ashby et al. en el que se mostro la ausencia de actividad
mutagénica de la talidomida involucré concentraciones altas en 32 bioensayos en diversos
phyla aunque ninguno en linea germinal. En ese estudio fueron probadas concentraciones
superiores de 625 uM en el bioensayo SMART en ojo en D. melanogaster y ninguna presento
actividad mutagénica en tratamientos subcronicos (48 h) con larvas de 72 h. Estudios
independientes con una metodologia similar (SMART ala) también en D. melanogaster
(Ramos-Morales et al., 2005) que involucraron concentraciones menores a 625 pM, tampoco
encontraron respuesta mutagénica en esta concentracion pero si en concentraciones
menores (0.156 pM). A pesar de esto, en el presente trabajo ninguna de las dos
concentraciones probadas presentaron actividad mutagénica estadisticamente significativa

debido a que aunque es la misma metodologia (SMART) en larvas de la misma edad y con
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las mismas condiciones que en el trabajo de Ramos-Morales (2005) el tratamiento aplicado

no es subcroénico (48 h) sino agudo durante 30 y 180 min.

En todos los tratamientos disminuyd la frecuencia de mutacion alrededor de un 26% respecto
al testigo, particularmente en los organismos expuestos a 0.156uM aunque ninguna fue
estadisticamente significativa. Este mismo fendémeno se muestra en los ensayos en
Salmonella en el estudio de Ashby et al. (1997) donde algunos tratamientos (22 de 60)
muestran una reduccion de la mutagenicidad de hasta el 24% respecto a su testigo y en los
ensayos de mutacién del gen L5178Y TK* en linfoma de ratén donde la frecuencia de
mutacion del testigo fue de 2.5 mientras que en los tratamientos con 31 pg/mL, 63 ug/mL,
125 pg/mL y 250 pg/mL de talidomida fue de 1.3, 1.3, 1.1 y 1.8 respectivamente. De manera
similar, en el mismo estudio los ensayos en micronucleos en linfocitos humanos con 2000
pug/mL  presentaron una reduccion del 59% en el porcentaje promedio de células
multinucleadas, pasando de 3.7% en el testigo a 1.5% en el tratamiento y en el niumero
promedio de micronlcleos por 1000 células binucleadas de 2.5 células en el testigo a 1 en el
mismo tratamiento. Este comportamiento de frecuencias menores al testigo puede ser
obtenido con algunos compuestos citotdxicos con los que una proporcién de las células

mutantes mueren disminuyendo artificialmente la frecuencia de mutacién.

El incremento ligero de la sobrevivencia asi como la induccion de mutagénesis en
concentraciones bajas en tratamientos subcrénicos (en otros protocolos) y la disminucién de
esta en tratamientos agudos pueden ser evidencia de actividad de un compuesto ligeramente
toxico y no apoyan la tesis de ausencia de genotoxicidad de la talidomida, sobretodo cuando
otros biomarcadores en células sométicas y germinales como la fertilidad y la teratogénesis

presentaron actividad. Estas mostraron una tendencia de cambio similar (Pearson, r=0.89,
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p=0.02) aumentando en los organismos tratados con 156 yM y mas fuertemente con 0.156
MM durante 30 min respecto al testigo de manera independiente a la duracion de la
exposicion. Estos resultados son similares a los encontrados en un estudio independiente en
moscas silvestres que presentaron una mayor fertilidad cuando fueron tratadas con 0.156 uM
de talidomida (Herrera-Bazan, 2005). Sin embargo, los resultados de teratogénesis son
distintos a los del estudio de Ramos-Morales (2005) que muestra una induccion

concentracion-dependiente de eventos teratdgenos en tratamientos subcronicos (48 h).

Esta tendencia también se presentd en otros marcadores bioquimicos in vitro como el
aumento en el nimero de DSB en los tratamientos de 180 min independientemente de la
concentracion evaluados mediante la fosforilacion de H2A.x. Este resultado es similar a lo
publicado por Podhorecka et al. (2008), donde menciona un aumento en la fosforilacion de
H2A.x en pacientes y cultivos celulares leucémicos TK6 tratados con talidomida. Los
tratamientos durante 30 min presentaron un menor nimero de DSB inducidos por talidomida
gue el testigo, quizas debido a la produccién de DSB en los tratamientos largos y de SSB

(que no inducen la fosforilacion de H2A.x) en los tratamientos cortos de 30 min. Este
comportamiento se ha encontrado con compuestos como H,O, que generan OH

homogéneamente en el entorno celular produciendo SSB en tratamientos agudos y DSB en
tratamientos mayores por la acumulacion de radicales que aumentan la probabilidad de
generarlos como resultado de SSB. Dahm-Daphi et al. (2000) proponen que la acumulacion
de ROS y SSB generadas por H,0O, ademas de aumentar la probabilidad de DSB aumenta la
presencia de dobles ataques que son normalmente sélo el 5% de los ataques simples a la
hebra de DNA (Siddigi et al., 1987) donde dos sitios de dafio muy cercanos en la misma o

en hebras opuestas son causados por el mismo radical. La talidomida puede atravesar
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libremente las membranas gracias a su alta lipofilicidad y generar OH™ por su hidrdlisis

homogéneamente en el entorno celular. Esto ha sido mostrado en experimentos con células
CHO expuestas a 387 uyM de talidomida durante 4 h en los que se mostrd la acumulaciéon de

ROS (Saber et al., 2000).

Un biomarcador del estrés oxidante generado por talidomida es el contenido de GSH y
GSSG. En el presente trabajo los niveles de GSH y de GSSG in vitro e in vivo expuestos
durante 30 min se alteraron de manera similar a la fertilidad y la teratogénesis mostrando el
mayor incremento en 0.156 yM. Sin embargo, recientemente Mufiiz et al. (2009) ha publicado
gue el método de Senft no refleja completamente la induccién de GSH2 dado que no logra
discriminar entre el producto de GSH2 (GSH) y su sustrato (L-y-glutamil-L-cisteina) en
células S2S expuestas a arsénico donde la sintesis de GSH2 aumentd pero el contenido de

GSH medido por el protocolo descrito por Senft et al. (2000) se mantuvo sin cambios.

La relacion entre la teratogénesis y el estrés oxidante es explicada por muchas vias de
transduccion de sefiales criticas en los procesos de desarrollo que son reguladas por parejas
redox como GSH y GSSG (Hansen, 2006). Se ha determinado que en tejidos embrionarios
de las especies susceptibles a teratogénesis por talidomida como conejos, ésta causa
oxidacion en DNA pero no lo hace en las especies resistentes como raton (Wells et al.,
2005). Esta resistencia esta basada en la capacidad de la defensa antioxidante dependiente
de glutation (Knobloch et al., 2008 b) tal que los efectos adversos en desarrollo por la
exposicion in utero a talidomida pueden ser modulados alterando vias que controlan el
balance embrionario de ROS (Wells et al., 2009). Asi, el mecanismo teratogénico de

talidomida ha sido explicado por Knobloch et al. (2008 a). por la supresion de los genes Wnt
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y ATK por el estrés oxidante generado por la hidrdlisis de talidomida produciendo apoptosis
durante el desarrollo embrionario de limbos y originando focomelia (Knobloch et al., 2008 a).
De cualquier manera seria importante conocer la oxidacién de biomoléculas mediante el uso
de marcadores especificos como el malondialdehido o el 4-hidroxi-nonenal para acidos
grasos, o la 8-hidroxiguanina para acidos nucléicos, asi como el numero especifico de SSB y
DSB generados por la exposicion a talidomida utilizando métodos como el propuesto por
Dahm que consiste en el desenrrollamiento por alcalinidad de la hebra de DNA o

electroforesis neutral de campo constante (Dahm-Daphi et al., 2000).

La generacidén de ROS podria explicar los cambios en los diferentes biomarcadores utilizados
en este trabajo pues tanto la fertilidad, la teratogénesis y los cambios en el contenido de GSH
y GSSG presentan un efecto mayor en los tratamientos durante 30 min o con 0.156 yM y un
menor efecto en los tratamientos durante 180 min o en 156 uM donde el estrés oxidante es
mayor al igual que el dafio a DNA (fosforilacion de H2A.x) y la desregulacién de la pareja
2GSH/GSSG puede activar otros mecanismos antioxidantes que controlan la desregulacion
del estrés oxidante causado por la hidrélisis de talidomida, de tal manera que los cambios en
el estado redox celular determinan de manera importante los efectos en los organismos ante

la exposicion a bajas y altas concentraciones de talidomida.

Estos resultados colaboran a entender el papel del estrés oxidante como el mecanismo de
accion de la talidomida y evidencian la urgencia de estudios y politicas que permitan la
evaluacion y el establecimiento del riesgo humano por el uso de talidomida ante el creciente
uso de este medicamento en el tratamiento de diversas enfermedades sin existir

lineamientos de edad, vias de administracion, dosis y duracion del tratamiento.
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CONCLUSIONES

1.- La talidomida no fue letal ni citotoxica en las concentraciones y tiempos de tratamiento

probados.

2.- La talidomida disminuyo la frecuencia de mutacion en moscas expuestas durante el

desarrollo larvario en todas las concentraciones y tiempos de tratamiento probados.

3.- La talidomida indujo rompimientos de doble hebra de DNA en células S2S expuestas
durante 180 min, pero cuando fueron expuestas a 30 min el nimero de rompimientos

disminuyo por debajo del nivel del testigo.

4.- La talidomida no modifico el contenido de proteina total en larvas ni en células S2S

expuestas.

5.- La talidomida produjo un aumento en el contenido de GSH y GSSG tanto in vitro como in
vivo en los tratamientos con 0.156 yM durante 30 min, de manera similar a la fertilidad y a la

teratogenesis.

6.- El estrés oxidante generado por la hidrolisis espontanea de la talidomida esta relacionado

con la frecuencia de alteraciones somaticas en Drosophila melanogaster expuestas a

concentraciones bajas de genotoxicos.
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ANEXO |I. SOLUCIONES

Acido tricloroacético al 5%, TCA 5%
Disolver 2.5 mL de acido tricloroacético en 50 mL de RQB

Bradford, solucién de

Disolver 25 mg de azul brillante de Coomasie G-250 en 12.5 mL de etanol 95%.
Agregar 25 mL de &cido fosférico.

Aforar a 250 mL con agua destilada.

Mantener en frasco ambar a temperatura ambiente.

Buffer A
Mezclar y aforar a 100mL con agua desionizada
1.148 g KCl
0.1966 g DTPA
0.3851 g KH,PO,
1.2488 g K,HPO,

Buffer B
Mezclar y aforar a 100mL con agua desionizada
0.3284 mL HCI
0.3693 g DTPA
0.3522 g Acido ascérbico
10 g Acido tricloroacético

Buffer de fosfatos 1M
Mezclar, aforar a 100 mL con agua desionizada y ajustar pH a 7
10.71 g K,HPO,

Buffer de fosfatos 0.1M

Mezclar, aforar a 250mL con agua desionizada y ajustar pH a 6.9
2.74 g KH,PO,
3.46 g K,HPO,

Fauré, goma de montaje
Mezclar y dejar reposar en frascos ambar a temperatura ambiente para aclarar la solucion.
30 g goma arabiga,
20 mL gliceroal,
50 g hidrato de cloral
50 mL agua

Glutation 0.1mM, GSH

Disolver 0.0003 g por cada 1 mL de TCA5% para preparar una solucién 1 mM. Agregar 2 mg de zinc por cada
mL de solucion GSH 1 mM, agitar fuertemente, centrifugar, y filtrar con papel (0.2 ym). Diluir a 0.1 mM con TCA
5% Esta solucién debe de ser preparada el mismo dia que se utilizara.

Glutatiéon disulfuro, GSSG

Disolver 0.0006 g en 1 mL de TCA 5%. Esta solucion debe de ser preparada el mismo dia que se utilizara.

Hidrosulfito de sodio 100 mM, DT
Disolver 0.0174 g en 1 mL de RQB. Esta solucién debe de ser preparada el mismo dia que se utilizara.
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Medio de cultivo para Drosophila melanogaster
Para 1 L de medio, revolver en seco:

10g carragenina,

105.5 g harina de maiz,

145 g azlcarr,
agregar 1250 mL de agua y poner 20 min a fuego bajo después de alcanzar ebullicion. Agregar 72.5 g levadura
desamarrada de cerveza disuelta en 200 mL agua y dejar 20 min a ebulliciéon. Agregar 4 mL de nipagin 10% en
etanol y 4 mL de &cido propionico (SIGMA P 1386). Servir en frascos estériles tibios y dejar cuajar a
temperatura ambiente.

Medio de cultivo M3 para linea celular S2S
Disolver 39.3 g de Shields and Sang powdered médium (Sigma S-8398) por litro de agua desionizada y
esterilizar por filtrado. Suplementar con:

0.5 g/L KHCO; (Sigma, P-7682)

1 g/L extracto de levadura (Sigma Y-1000)

2.5 g/L bactopeptona (Difco 211677)

12.5% vlv suero fetal bovino (FBS)

MTT, sales de tetrazolio
Disolver 5 mg de MTT en 1 mL de agua desionizada. Esterilizar por filtracién (0.2 uM). Guardar este stock a -
80°C. Para utilizarlo agregar 1 parte de la solucion stock MTT por 10 de medio de cultivo celular.

N-etilmaleimida, NEM
Disolver 0.0009 g en 1 mL de RQB. Esta solucién debe de ser preparada el mismo dia que se utilizara.

o-phthaldialdehide, OPT
Disolver 0.025 g en 5 mL de metanol y guardar en frasco ambar en oscuridad. Esta solucion debe de ser
preparada el mismo dia que se utilizara.

Redox quenching buffer, ROB

Mezclar y aforar a 100 mL con agua desionizada
0.1642 mL HCI
0.1966 g DTPA
0..1761g &cido ascorbico

Solucion de lisis para MTT
Preparar una soluciéon de HCI 0.1 N en isopropanol absoluto y guardar en frasco de vidrio a temperatura
ambiente. Para utilizarla, agregar 1 parte de solucién de lisis por cada parte de medio de cultivo.
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Anexo Il. METODOLOGIA

Experimentos in vivo

Todas las cepas fueron mantenidas en medio de cultivo estandar a 25°C y 60% de humedad relativa en un
ambiente libre de patdgenos. Los cultivos maduros fueron transvasados cada 15 dias y cuando fue necesario
las moscas se anestesiaron para su manipulacion con éter etilico anhidro (SIGMA 346136), contadas y
revisadas bajo microscopio estereoscépico Nikon (SMZ645), sacrificadas por sobreeterizacion y preservadas en
etanol al 70%. El material utilizado fue de cristal esterilizado con horno seco a 300°C durante 1 h.

Moscas hembras de la cepa C-S vy fIr® fueron aisladas virgenes por observacién del meconio (Barron, 2000) y
cruzados con machos C-S y mwh, respectivamente para obtener una cruza controlada que fue madurada
durante 5 dias y posteriormente las moscas fueron puestas en medio de cultivo fresco permitiéndoles ovopositar
por cuatro horas, tras las cuales fueron regresadas a sus frascos originales, con el fin de sincronizar la edaddel
cultivo. Tres dias después, las larvas de 72+2 h de edad se extrajeron por flotacion utilizando una solucién
concentrada de sacarosa segun la técnica de Nothinger (N6thinger, 1970) evitando la manipulacién directa y la
exposicién a temperaturas extremas. Las larvas fueron puestas en trampas (tubos de vidrio de 1.5 cm de
diametro con una gasa de nylon de 1 mm de poro) y sumergidos en un vaso de polipropileno con 2 mL de la
solucién de talidomida a probar y 150 mg de celulosa microgranulada (SIGMA). Las soluciones probadas fueron
156 uM, 0.156 uM y un testigo de agua destilada durante 30 y 180 min en medio de cultivo Carolina (Carolina
Biological Supply) de talidomida (ICN 158753). Al terminar los tiempos de tratamiento, la trampa fue retirada del
vaso Y las larvas fueron lavadas brevemente en agua corriente con ayuda de una piseta.

Para los experimentos de letalidad, teratogénesis, fertilidad, y mutacién y recombinacion somatica se retir6 la
gasa cuidadosamente sin lastimar a las larvas y fue colocada directamente sobre medio de cultivo fresco dentro
de un frasco de vidrio para permitir a las larvas continuar su desarrollo. Para la evaluacién de la letalidad y
teratogénesis los adultos emergidos de estos tratamientos fueron colectados y contados.

Para la evaluacion de la fertilidad las moscas emergidas permanecieron en los mismos frascos durante cinco
dias permitiendo la maduracion sexual y fecundacion del as hembras. Posteriormente fueron trnasvasadas cada
tres dias en dos ocasiones a frascos con medio de cultivo nuevo para ovopositar. Al término del sexto dia, las
moscas P fueron retiradas y sacrificadas por sobreeterizacion para su analisis y los frascos con huevos fueron
mantenidos en condiciones controladas hasta la emergencia de los adultos de primera generacion filial (F1).
Las moscas F1 fueron sacrificadas por sobreeterizacién y contabilizadas.

Para los estudios de cuantificacién de proteina, GSH y GSSG, la gasa con larvas fue colocada en un tubo
Falcon 10 mL y congelada rapidamente en nitrégeno liquido. Posteriormente 15 larvas de cada tratamiento
fueron homogenizadas (20 golpes) en un homogenizador de vidrio con mango de teflén en 1 mL de Bufer A. La
malla fue desechada y el homogenizado fue colocado en un tubo nuevo. Se tomaron 50 yL en un tubo nuevo
para realizar la cuantificaciébn de proteinas y fue congelado en nitrégeno liquido hasta su cuantificacion. A los
950 uL de homogenizado restantes se le afiadié el mismo volumen (950 uL) de Buffer B, se agit6 y centrifugé a
5000 rpm durante 20 min. Al término, 1.7 mL de sobrenadante fueron colocados en un tubo limpio y congelados
en nitrogeno liquido hasta la cuantificacion de GSH y GSSG (no mas de 5 dias), mientras el tubo con la pastilla
del centrifugado fue desechado.

Mutacion y Recombinacién Somética

Los marcadores genéticos utilizados en SMART son: mwh: multiple wing hair, (0.03 yM) gen recesivo que
provoca la aparicion de mdltiples tricomas por célula en las alas; flr" (38.8 uM) gen recesivo letal en
homocigosis pero que en mosaicos somaticos produce tricomas con forma de flama en las células del ala; TM3
(In (BLR)TM3: ri pp sep bx34e e Bd®), cromosoma 3 balanceador con miuiltiples inversiones usado para el
mantenimiento de flr® e incapaz de recombinar con su homologo; Ser, gen dominante presente en TM3 que
produce alas con bordes aserrados; e: ebony, gen recesivo presente en TM3 que produce moscas con cuerpo
oscuro (Lindsley y Zimm, 1992) (Fig. Al).

Moscas hembras virgenes flr/TM3 fueron aisladas por observacion del meconio (Barron, AB, 2000) y cruzada
con machos homocigos (mwh,e/mwh,e), la cruza fue dejada madurar durante 5 dias y posteriormente se
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sincronizaron los cultivos. Larvas de 72+2 h de edad se extrajeron por flotacion con sacarosa (Nothinger, 1970).
Los adultos que emergen de estos tratamientos consisten en dos tipos de progenie distinguibles, las moscas
portadoras de balanceador (TM3/ mwh,e) en las que no se recuperan eventos viables de recombmamon y de
cuerpo oscuro y alas con muescas y las moscas no portadoras o libres de balanceador (fIr /mwh,e) en las que
se recuperan eventos de recombinacion y poseen fenotipo silvestre (Fig. A2). Estas moscas de fenotipo
silvestre fueron sacrificadas por sobreeterizacion y conservadas en etanol 70%. Para cada tratamiento, fueron
colocadas con pinzas de diseccion 40 alas de 10 hembras y 10 machos en un portaobjetos con goma Fauré.
Los portaobjetos se dejaron secar al aire libre por 5 dias y fueron prensados durante 3 dias con una gota de
Fauré y un cubreobjetos, finalmente se sellaron con barniz transparente etiquetaron y almacenaron en cajas de
polietileno. Se revisaron 120 alas por tratamiento a 400X en mlcroscoplo optico (Nikon YS100) y las manchas o
grupos de tricomas fueron registradas por los marcadores fenotipicos fir* o mwh, por su regioén en el ala y por el
namero de tricomas involucrados en cada una.

Se calculd la frecuencia de manchas totales por ala de manchas sencillas pequenas (1 6 2 céls. fir* o mwh),
sencillas grandes (>3 céls. flr* 0 mwh) y gemelas (fir* y mwh) dependiendo del nimero de células involucradas y
el tipo de tricomas. Cada tipo de mancha refleja la ocurrencia de un evento genético determlnado (Fig.A3), por
ejemplo, las manchas gemelas pueden recobrarse por recombinacion entre el centromero y flr’. Las manchas
sencillas mwh pueden producwse por mutacion puntual, delecién, no disyuncion o por la recombinacién entre flr®
y mwh. Las manchas fIr pueden ser produmdas por mutacién, delecién, o por la ocurrencia de recombinacién
en dos sitios: entre flr* y mwh y entre fir® y el centrdmero. Las manchas generadas en moscas portadoras del
balanceador TM3 pueden ser producto de mutacion, delecidon o no disyuncién pero no de recombinacion pues
no existe homologia entre TM3 y el cromosoma 3, sin embargo, en moscas libres del balanceador las manchas
pueden ser producto de mutacion, delecién, no disyuncidon o recombinacion. La diferencia en la frecuencia de
manchas en las moscas portadoras y libres de inversibn es la proporcion de manchas generadas por
recombinacion.
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Fig. A1l. Marcadores genéticos utilizados en
la Prueba de Mutacibn Somatica y
Recombinacién Mitética en ala en Drosophila
melanogaster. wt= Forma de ala, color de
cuerpo Yy tricoma de fenotipo silvestre; Bd®=
Forma de ala aserrada; e= Color de cuerpo
ébano; mwh= Trlcomas multilples en ala,
flechas claras; flr’=Tricomas en forma de
flama, flechas oscuras.

Fig. A2. Esquema de la cruza utlizada en la Prueba
SMART en D.melanogaster. A Ubicacion de los genes
utilizados en SMART en el brazo izquierdo del cromosoma
3. B Genotipo de los progenitores. C Cruza y genotipo de la
progenie resultante.D Fenotipo de la progenie resultante.
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Fig. A3. Tipos de manchas que generan los distintos eventos genéticos terminales que ocurren en las
células del disco imagal de ala en larvas de Drosophila melanogaster libres de inversién en la prueba

SMART.
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Cuantificacion de Proteinas Totales

El homogenado congelado en nitrégeno liquido fue llevado a temperatura ambiente. Para cada tratamiento, 10
ML de este fueron mezclados con 950 pL de solucion de Bradford en una placa de microtitulacion de 96 pozos, y
después de una incubacién de 15 min en oscuridad, se determiné la absorbancia de la muestra a 595 nm.
Paralelamente, una curva de BSA (Albumina de Suero Bovino) (SIGMA B4287) con concentraciones conocidas
y preparada de la misma forma, fue leida a la misma absorbancia, se calcul6é la ecuaciéon de la recta de
regresion lineal y se intrapolaron las absorbancia de las muestras para calcular la concentracion de proteina en
cada una de las muestras.

Cuantificacion de GSH

Los homogenados de cada una de las muestras fueron

descongelados a temperatura ambiente y 100 pyL de e
cada uno fueron puestos en dos tubos de reaccién, a un R =omms
tubo se le agregaron 50 pL de Acido Tricloroacético 1000
(Baker 76039) al 5% (TCA5%) en RQB (Redox
Quenching Buffer) mientras al segundo tubo se le
agregaron 25 uL de TCA 5% y 25 uL de NEM (SIGMA).
A ambos tubos se agregaron 250 uL de Buffer de : *
Fosfatos pH7 1 M y se incub6 por 5 min a temperatura
ambiente. Al término de este tiempo, 1 mL de Buffer de
Fosfatos 0.1 M pH 6.9 y 150 yL de OPT (SIGMA P0657)
fueron agregados a ambos e incubados durante 30min
en oscuridad. Al término del periodo de incubacion la 20 Ny
fluorescencia fue leida en un fluorémetro (FluoroSkan
Ascent, ThermoScientific) con 355 nm de Excitacion y 6
460nm de Emision. Adicionalmente, fue leida la -
fluorescencia, tanto en alicuotas con NEM como sin

NEM de una curva patrén de concentraciones conocidas ) i )

de GSH en TCA 5% en RQB. La curva patrén (Fig. A4) Fig. A4. Curva patr6n de fluorescencia de

fue realizada, utilizando dos soluciones estandar de concentraciones conocidas (ug) de GSH.

GSH (SIGMA G4251) 1 mg/mL y 0.1 mg/mL en TCA

5%. Para esto, una solucién de GSH 1 mg/mL fue preparada y 25 mg/mL de zinc fueron afiadidos. La mezcla
fue agitada, centrifugada a 1600 rpm durante 1min, filtrada (0.2 ym) y diluida a 0.1 mg/mL con TCA 5%. La
fluorescencia emitida por el complejo OPT-GSH fue estimada calculando la diferencia entre la fluorescencia de
los tubos sin NEM vy la de los tubos con NEM, tanto para las muestras como para la curva patrén. Se calcul6 la
recta de regresion lineal para la diferencia de la fluorescencia de los tubos con NEM y sin NEM de la curva
patron de GSH en TCA% 5 vy se estimd la concentracion de GSH en los homogenados de las muestras,
intrapolando el valor de la diferencia de los tubos con NEM y sin NEM de las muestras.
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Cuantificacion de GSSG y=sams
Los homogenados de cada una de las muestras e
fueron descongelados a temperatura ambiente y 100
ML de cada muestra fueron colocados en dos tubos
de reaccion, a cada tubo se le agregaron 50 pL de
TCA 5%, 25 yL de NEM y 250 pyL de PBS 1 M y se
incubaron durante 5 minutos. Posteriormente, a un
tubo de las muestras se agreg6 30 uL de DT (SIGMA
157953), mientras al otro 30 pL de TCA 5% e
incubados durante 60minutos. Al término del tiempo
de incubacién, a todos los tubos se agregé 1mL de
PBS 0.1 M y 150 pL de OPT y se incubd durante 30 ® .
minutos en oscuridad. La fluorescencia de cada uno

de los tubos de reaccion fue leida en un fluorometro 0

cia 360Exc/460Emi
o
8

Unidades de Fluoresci
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(Fluoroskan AFCENT, ThermoScientific) con una w6556
excitacion de 355 nm y una emision de 460 nm de Fig. A5. Curva patron de fluorescencia de
longitud de onda. Paralelamente, la fluorescencia de concentraciones conocidas (ua) de GSSG.

una curva de concentraciones conocidas de GSSG
(SIGMA G4376) fue leida en las mismas condiciones y bajo el mismo procedimiento que los tubos
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experimentales. La curva patron (Fig. A5) fue realizada utilizando un solucién de GSSG 1 mg/mL y 0.1 mg/mL
en TCA5%. La fluorescencia emitida por el complejo OPT-GSH formado por la reduccion del GSSG a GSH, fue
estimada calculando la diferencia entre la fluorescencia de los tubos con DT y la de los tubos sin DT, tanto para
las muestras como para la curva patrén. Se calcul6é la recta de regresion lineal para la diferencia de la
fluorescencia de los tubos con DT y sin DT de la curva patrén de GSSG en TCA 5% y se estimé la
concentracién de GSSG en los homogenados de las muestras, intrapolando el valor de la diferencia de la
fluorescencia de los tubos con DT y DT NEM de las muestras. Los resultados fueron reportados como el
contenido de GSSG (ug) de 15 larvas.

Experimentos in Vitro

Las alicuotas congeladas de células (0.5 mL) fueron llevadas a temperatura ambientes y puestas en 10 mL
medio de cultivo 1x en un tubo Falcon (15 mL), centrifugadas, y resuspendidas en 5 mL de medio de cultivo.
Las células fueron mantenidas en medio M3. El stock de lineas celulares fue mantenido en T-Flask (5 mL) y los
cultivos en crecimiento para experimento en cajas de Petri plasticas (10 mL y 4 mL) en una incubadora con aire
como fase gaseosa a 27°C. Los cultivos celulares fueron mantenidos a una concentracion entre 0.5-2.0 x 10°
cels por mL de medio. Los cultivos fueron diluidos al menos 1:5 cada cinco dias o cuando las células
alcanzaban una densidad de 10 x 10° cels por mL. Clonas celulares de crecimiento lento que no podian ser
diluidas en esa relacion fueron colectadas por centrifugacion y resuspendidas en medio fresco.

Los cultivos celulares S2S fueron tratados con diluciones sucesivas de una solucion fresca de 156 uM
talidomida (SIGMA T144) en las concentraciones 156, 0.156 y 0 uM (testigo de agua destilada) de talidomida
durante 30 y 180 min en medio de cultivo M3. Las células en cultivo fueron diluidas 1:1 con una solucién de
talidomida 0.3125 mM y 0.0003125 mM para obtener la concentracion deseada y un volumen total de 10 mL.
Después del primer tratamiento (30 min) la mitad del volumen fue transferido a un tubo limpio (Falcon Tube, 15
mL), centrifugado 2000 rpm 5 min a 4°C y resuspendido en diferentes solventes, dependiendo de la variable de
respuesta a seguir. Para aislar RNA fue resuspendido en Trizol ®, para inmunotincién fue resuspendido en
medio de cultivo M3 y para evaluar la viabilidad celular, el contenido de proteina, de GSH y de GSSG, fue
resuspendido en 500 pL de Buffer A tomando una alicuota en un tubo de microcentrifuga para evaluar la
viabilidad celular, otra en una placa de microtitulacién para cuantificar el contenido de proteina y el resto fue
reservado para la determinaciéon de GSH y GSSG agregando el mismo volumen de Buffer B y centrifugando a
14 000rpm por 20 min a 4°C, el sobrenadante fue filtrado a 0.45 uM y el homogenado fue conservado a -70°C
hasta su cuantificacién por menos de una semana.

Citotoxicidad

Una alicuota de 100 pL de la solucién de células tratadas en un tubo Eppendorf fue mezclada con 10 yL de
solucion MTT (5 mg/1mL; SIGMA M5655) esterilizada por filtracién (0.2 uM) y con 800 pL de medio de cultivo
para un volumen final de 1 mL. La muestra fue incubada 3 h a 27°C y después de esto, 100 pL de la solucion
de lisis fueron agregados (0.1 N HCI en isopropanol absoluto). El tubo fue agitado en vortex (30 min) hasta la
completa disolucién de los cristales de formazan y la absorbancia a 570 nm y 690 nm fue leida en un
espectrofotémetro de microplacas de 96 pozos (SpectraMax Plus). La absorbancia se expresa como Abs570-
Abs690 y la viabilidad celular es una funcion de la absorbancia 100% de células viables.

Cuantuificacion de protesinas totales

5uL de la solucién de células resuspendidas en Bufer A fueron tomados y puestos en una placa de
microtitulacion y 30 pyL de la Solucién A del kit fueron afiadidos. 200 uL de la Solucion B del kit fueron
agregados a cada pozo, mezclados e incubados por 15 min en la oscuridad. La absorbancia a 750 nm fue
obtenida y la concentracién de proteinas fue determinada usando como referencia una curva estandar hecha
con BSA.

Cuantificacion de GSH

100uL del homogenizado congelado fueron puestos en dos tubos. A un tubo se agregaron 50 uL de TCA 5%. Al
segundo tubo se agregaron 25 yL TCA 5% y 25 yL de NEM. Se agregaron 250 pL de Bufer de Fosfatos 1 M pH
7 a ambos tubos y fueron incubados 5 min a temperatura ambiente. 1ml de Bufer de Fosfatos 0.1 M pH 6.9 y
150 uL de o-phthaladehyde (OPT) (5 mg/mL en metanol) fueron agregados a cada tubo. Las muestras fueron
incubadas 30 min en oscuridad a temperatura ambiente y la fluorescencia fue leida a 360 nmEXC/460 nmEMM
en un fluorbmetro de placas de microtitulacion de 96 pozos (FluoroSkan Ascent, ThermoScientific).
Adicionalmente, una curva patrdn fue realizada con diferentes diluciones de GSH en TCA5%. Para realizar la
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curva patron, se preparé6 GSH 1 mM y se le agregaron 25 mg de zinc a 1mL de GSH 1 mg/mL, se mezcl6é con
vortex, se centrifugd a 1600 rpm 1 min, se filtr6 (0.2 uym) y se diluyé a 0.1 mg/mL con TCA-RQB. La
concentracion de GSH fue calculada como la diferencia entre la absorbancia en los tubos sin NEM vy la
absorbancia de los tubos con NEM. Estos valores fueron intrapolados a la curva patron.

Cuantificacion de GSSG

100 uL del homogenado estable fueron puestos en dos tubos. 50 uL de TCA 5%, 20 yL de NEM, y 250 pL de
PBS 1 M fueron agregados a ambos tubos e incubados por 5 min a temperatura ambiente. A uno de los tubos
se le agregaron 30 yL de TCAS5%, mientras al otro tubo se le agregaron 30 yL de DT (SIGMA 157953) 100 mM
en RQB. Ambos tubos fueron incubados por 60 min a temperatura ambiente y entonces 50uL PBS 0.1 M y 50
pL de OPT fueron afiadidos. Los tubos fueron incubados por 30 min en oscuridad y se leyé la absorbancia 360
nmMEXC/460 nm EMM (FluorosKan AFCENT, ThermoScientific). Adicionalmente, una curva patrén fue realizada
con diferentes concentraciones de GSSG (0.1 mg/mL) en TCA-RQB. La concentracién de GSSG de la muestra
fue calculada como la absorbancia en los tubos con DT sustrayendo la absorbancia de los tubos sin DT. La
regresion lineal de la curva patrén fue obtenida y la absorbancia de las muestras intrapolada en la curva para
obtener la concentracién de GSSG.

Inmunotincién de H2A.x

Las células tratadas fueron resuspendidas y diluidas en medio de crecimiento M3 en una densidad de 200,000
cells/mL. 50 pL de la suspension celular (alrededor de 10,000 células) fueron afiadidos a cada pozo de un
portaobjetos impreso con teflon (Teflon Printed Slides 10 pozos, @5mm, negros, 1mm grosor) previamente
limpio y se incubaron 20 min a temperatura ambiente para permitir que las células se dispersaran. Las células
fueron fijadas en paraformaldehido al 4% en PBS por 10 min. Los pozos fueron lavados con PBS 1X por 2 min
y las células fueron permeabilizadas para la tincién usando TBS adicionado con Triton-100 10% por 2 min. Los
pozos fueron lavados 3 veces (1 min cada vez) con PBS 1X y fueron bloqueados con medio M3 (suplementado
con FBS) por 1h a temperatura ambiente. Los pozos fueron incubados con anticuerpo primario contra la histona
H2A.x (1:500 anti- H2A.x, Upstate Biotechnology) toda la noche a 4°C en M3. El anticuerpo primario fue
removido y los pozos fueron lavados una vez mas con medio M3. Se agregd anticuerpo secundario (1:2000)
Alexa Fluor goat anti-mouse 488 (Molecular Probes, Eugene OR) en medio M3 en oscuridad por 2h a
temperatura ambiente. Los pozos fueron lavados 10min en PBS y se afiadi6 medio de montaje VectaShield
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) que contiene 1.5 pg/ml 4,6 diamidino-2-phenylindole (DAPI) para la
tincion de &cidos nucléicos y por tanto, delimitacion del nucleo celular. El cubreobjetos fue sellado con barniz
transparente, marcado para su identificacion y guardado a 4°C dentro de una caja hermética de plastico.
Imagenes de las células fueron capturadas en un microscopio Nikon PCM 2000 Confocal System a 400X (Nikon
USA, New York) a 528 nm (FITC) y a 427 nm (DAPI). Se realizaron dos experimentos independientes, con 3
pozos por tratamiento, se tomaron 5 pares de imagenes por cada pozo a 200X conteniendo entre 10 y 30
células por imagen. Con el fin de evitar sefiales del anticuerpo falsas se determind como células positivas a
H2A.x a las células que presentaron fluorescencia mayor a 12 en una escala arbitraria de 0 a 25 establecida por
el software Metamorpth 6.2. Las imagenes fueron analizadas en este software para determinar el nimero de
células presentes basados en la imagen tefida por DAPI y el numero de células fluorescentes (positivas a
H2A.x) basados en la imagen FITC.. Se calcul6é la media de las proporciones de células positivas a H2A.x
respecto al nimero de células totales. Los resultados fueron reportados como la proporcion promedio de células
positivas para H2A x.

Cuantificacion de RNAm de GSH2

Aislamiento. 5-7 X10° células tratadas fueron centrifugadas y resuspendidas en 500 yL de Trizol® (Tri Reagent
Sigma T-9424). La pastilla de células fue homogenizada usando un homogenizador de teflén (15 vueltas) y por
pipeteo. La muestra fue centrifugada 12000 rpm 3 min a temperatura ambiente y el sobrenadante fue
transferido a un tubo nuevo para remover el debris celular. Se agregaron 11 pL de cloroformo, se agito con
vortex (23 sec) e incub6 a temperatura ambiente por 2 min. El tubo fue centrifugado 12000 rpm por 15 min a
4°C. Después de este paso la muestra en el tubo se divide en tres fases, la fase acuosa superior contiene RNA,
la fase gelatinosa intermedia contiene DNA genomico y la fase inferior de color rosa contiene proteinas y
compuestos organicos. La capa acuosa superior (alrededor de 50-60% del volumen original de Trizol® usado)
fue transferida a un tubo nuevo teniendo cuidado de no tocar la interfase y fue precipitada con alcohol
isopropilico (250 uL) por 10 min a temperatura ambiente antes de ser centrifugado 12000rpm por 10min a 4°C.
El sobrenadante fue removido y la pastilla fue lavada con 500 pL de etanol al 75% (sacado del congelador). La
muestra fue centrifugada 12000 rpm por 1min a temperatura ambiente y secada al aire por 5-15 min. La pastilla
fue resuspendida en 100 pL de agua DEPC por 16 min a 60°C. La absorbancia fue leida (260, 280 and 230) en
espectrofotdmetro (Nanodrop 1000, ThermoScientific) (2 yL de la muestra) y la concentracion de RNA fue
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obtenida. La relacion 260/280 y 260/230 fueron calculados. 17 pL de la muestra mas 3 pL de buffer de corrida
6X fueron corridos en un gel de agarosa 1% (Sigma) con TAE tefiido con Bromuro De Etidio (0.5 uyg/mL) y
visualizado usando un transiluminador UV Fluorochem. Un marcador de peso molecular de DNA (DNA
Molecular Weight Marker 1X, ROCHE, 11449460001) fue analizado con la muestra. Obtencion de cDNA. El RNA
aislado fue tratado con DNAasa | para eliminar cualquier DNA presente en la muestra. 1 yL de Buffer DNAasa |
10X (200 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI; 20 mM MgCl,) fue afiadido a 5 ug de RNA aislado (menos de 9 pL).
1 pL de DNAsa | (DNAasa | Recombinante, ROCHE) y agua DEPC fueron afiadidos para un volumen final de
10 pL. La mezcla fue incubada 15min a temperatura ambiente y la DNAasa | fue inactivada afiadiendo 1uL de
EDTA 25 mM y calentada 10 min a 65C. Una unidad de DNAasa | es suficiente para tratar 10 ug de RNA. Es
importante no sobrepasar 10 min a 65°C de incubacidon porque temperaturas mayores 0 mayores tiempos
pueden inducir la hidrélisis de RNA dependiente de Mg*™*. EI EDTA afiadido debe ser al menos 2 mM antes de la
inactivacién por calor para evitar la hidrélisis de RNA. 10 uL de RNA purificado fueron agregado a 3 uL de
hexameros al azar o de primers PoliA (IDT-DNA, 10 ug /50 uyL) y 30 pL de agua estéril. La mezcla fue incubada
10 min a 65°C e inmediatamente fue puesta en hielo. 4 yL de Buffer para PCR 10X, 5 yL de una mezcla de
dNTP 1:1:1:1, 6 yL de MgCl, 25 mM y 0.5 pL de Retrotranscriptasa (MultiScribe RetroTransciptase, Applied
Biosystems) fueron agregados a la muestra. La mezcla fue incubada por 10 min a 25°C, 1 h a 42°C, 2min a
95°C y 2 min a 4°C. PCR Un primer sentido (5'-TGT CCA GCG ACG CCA ATA CGG-3', Tm62.2C, IDTDNA,
Integrated DNA Technologies) fue seleccionado en el primer exon del gen de GSH2 y un primer contrasentido
(5'- TGA ACA GAT TGG CCG TGA ACT CGT-3') fue seleccionado en el segundo exon generando un producto
de 333pdb. La reaccién de PCR fue hecha de acuerdo con el manual del kit 2X PCR Master Mix (Fermentas).
12.5 pL de la mezcla 2X PCR Master Mix fueron afiadidos a 1 pL de cada primer, 2 yL de cDNA templado y 8.5
WL agua libre de nucleasas. La PCR fue realizada 2 min@ 95°C, 40 ciclos (30seg@95°C, 30 seg@60°C, 30
seg@72°C), una extension final de 5 min@72°C, y un ciclo mantenido a 4°C. Los productos de la PCR fueron
analizados en un gel de agarosa-TAE al 1.5% teflido con Bromuro de Etidio (0.5 ug/mL). Para corroborar la
amplificacion se utilizaron primers de actina de D. melanogaster (primer sentido: 5'- AAG CGT GGT ATC CTC
ACC CTG AAG TA-3'; primer contrasentido: 5-CAC GCA GCT CAT TGT AGA AGG TGT-3).
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